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В  настоящий выпуск журнала “Прикладная 
биохимия и микробиология” включены статьи, ко‑
торые были представлены в рамках Шестнадцатой 
Всероссийской конференции с  международным 
участием “Современные перспективы в исследова‑
нии хитина и хитозана” (https://roschit23.ru/), про‑
ходившей в сентябре 2023 года в г. Владивостоке 
(РосХит‑2023). Юбилейная конференция была по‑
священа 40‑летию первой конференции по хитину 
и хитозану, состоявшейся во Владивостоке в сен‑
тябре 1983 г. (Первая Всесоюзная научно‑техниче‑
ская конференция по производству и использова‑
нию хитина и хитозана из панциря криля и других 
ракообразных), которая проводилась на базе круп‑
нейшего научного учреждения региона — Институ‑
та химии ДВО РАН (ИХ ДВО РАН).

Итоги «РосХит‑23» показали, что в последнее 
десятилетие разработки в  области хитинологии 
были посвящены источникам хитина, получению, 
анализу и свойствам хитозана и его производных, 
хитинолитическим ферментам, применению хити‑
на, хитозана и их производных, которые становят‑
ся все более востребованными. Особенно хитозан 
стал востребован в сфере медицины, благодаря его 
биосовместимости и биодеградируемости в орга‑
низме, что обусловлено воздействием ферментов 
слизистой оболочки и  кишечной микрофлоры 
человека.

В настоящее время вследствие квоты на вылов 
и охраны загрязнения морских ареалов сырьевая 
база для производства хитозана в  нашей стране 
является весьма ограниченной. Сведения о запуске 
в Мурманске комплексной схемы утилизации отхо‑
дов промышленной переработки камчатского кра‑
ба и краба‑стригуна были представлены в докладе 
Новикова В. Ю. (ПИНРО им. Н. М. Книповича, 
Мурманск). Было отмечено, что это стало возмож‑
но благодаря деятельности ООО «Антей‑Север», 
так как была организована переработка живых 
крабов на береговом предприятии.

Новые источники сырья были представлены ис‑
следователями из Узбекистана — это гидробионты 
соленых водоемов Приаралья. Вид беспозвоночных 
Artemia parthenogenetica, представленных в соленых 
водоемах Приаралья, становится сейчас доминан‑
том зоопланктона вследствие высокой минерали‑
зации водной среды. Рачки Artemia parthenogenetica 
стали единственным, успешно размножающимся 
видом в Аральском море, запасы которого в насто‑
ящее время достигают промысловых объемов.

Проведенные Рашидовой С. Ш. с  соавт. (Ин‑
ститут химии и физики полимеров АН РУз, Таш‑
кент, Узбекистан) исследования показали, что 
выделенный из цист A. parthenogenetia Аральско‑
го моря хитозан обладает хорошей растворимо‑
стью (82%) и степенью дезацетилирования — 73%. 
В перспективе это позволит использовать его как 
в медицине, так и в АПК. Авторы работ из Узбе‑
кистана представили также доклады по получе‑
нию хитина и хитозана из отходов традиционно‑
го для страны шелкового производства. Это тем 
более актуально, поскольку речь идет об отходах 
возобновляемого местного сырья в достаточных 
количествах: 10 000–15 000 т/г, остающихся при пе‑
реработке натурального шелка. Куколки тутового 
шелкопряда Bombyx mori также могут быть возоб‑
новляемым источником для выделения природного 
полисахарида и получения из него модификацией 
не менее востребованного хитозана. В продолжа‑
ющемся цикле работ Института химии и физики 
полимеров АН Узбекистана (Рахманова В. Н. и др.) 
достигнут новый важный этап в получении произ‑
водных хитозана: впервые синтезирован сульфат 
хитозана на основе сырья из Bombyx mori.

Следует отметить, что также используются бы‑
стро возобновляемые альтернативные источники 
хитозана из насекомых: хитозан из личинок мух 
черная львинка (Hermetia illucens), подмора пчел 
и др. Особую популярность сегодня приобретают 
новые биоматериалы, получаемые, например, из 
комплексов хитозана с меланином. Доступность 
хитин‑меланиновых комплексов, получаемых на 
поздних стадиях (куколки, имаго) онтогенеза насе‑
комого Hermetia illucens, позволила группе авторов 
из ФИЦ Биотехнологии РАН и РГУ им. А. Н. Ко‑
сыгина разработать новые электроформованные из‑
делия из хитозана — нановолокна из хитозан‑мела‑
нинового комплекса со средним диаметром 250 нм, 
устойчивые в  водных растворах. Такие волокна 
можно использовать в качестве раневых покрытий, 
а также в тканевой инженерии для пролиферации 
живых клеток.

Лидирующим направлением в тканевой инже‑
нерии сегодня является использование биомиме‑
тических гидрогелевых каркасов. Решение этой 
задачи основывается, в том числе, на разработке 
предназначенных для технологий 3D‑печати ги‑
дрогелевых чернил, в качестве которых могут вы‑
ступать композиции, содержащие хитозан. Киль‑
деевой Н. Р. с  соавт.(Российский государствен‑
ный университет имени А. Н. Косыгина, ФИЦ 
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Биотехнологии РАН) удалось оптимизировать ус‑
ловия перехода гидрогелей полисахаридов от теку‑
чих полимерных систем к получению упругого тела 
матрикса, форма которого задана и адаптирована 
для считывания 3D‑биопринтером, что создает 
перспективы для выпуска трехмерных искусствен‑
ных матриксов, полностью совместимых с живыми 
тканями.

Представленный в докладах участников конфе‑
ренции РосХит‑23 спектр медицинских приложе‑
ний хитозана отличался широтой и разнообразием. 
В работах Привар Ю. О., Братская С. Ю. с соавт. 
(Института химии ДВО РАН) представлены новые 
способы получения супермакропористых биоре‑
зорбируемых материалов на основе хитозана и кар‑
боксиметилхитозана. Полученные материалы мо‑
гут применяться для трехмерного культивирования 
опухолевых и нормальных клеток человека, а также 
тестирования in vitro эффективности противоопу‑
холевых препаратов и комбинированных методов 
лечения опухолевых заболеваний.

Большой интерес представляет также меди‑
цинское направление, связанное с  надежно под‑
твержденными улучшенными гемостатическими 
свойствами производных хитозана. В работе Лунь‑
кова А. П. с  соавт. (ФИЦ Биотехнологии РАН) 
продемонстрирован успешный синтез методом 
клик‑химии перспективного производного хито‑
зана, содержащего аминокапроновую кислоту. Ав‑
торы работы предположили, что за счет улучшен‑
ной адгезии и антифибринолитической активности 

аминокапроновой кислоты, будет наблюдаться уси‑
ление гемостатической активности хитозана, что 
откроет перспективу использования производного, 
например, как основы инновационной аэрозольной 
пены для заживления кожи после ожогов и др.

К новым биоматериалам предъявляются жест‑
кие требования, такие как биоразлагаемость, вы‑
сокие прочностные характеристики, биосовме‑
стимость. Исследования, проведенные в  ННГУ 
им. Н. И. Лобачевского (Апрятина К. В. с соавт.) 
показали перспективность использования в био‑
медицине разработанных ими пленок блок‑сопо‑
лимеров на основе рыбного коллагена и хитозана 
с молекулярной массой 330 кДа, полученных из 
крабовых панцирей (ООО “Биопрогресс”, Мо‑
сковская обл., Россия).

В настоящем сообщении перечислена лишь не‑
большая часть работ, имеющих прикладное зна‑
чение, авторы которых представили доклады на 
конференции. В рамках РосХит‑2023 были пред‑
ставлены результаты научных проектов из разных 
регионов России, в том числе поддержанные гран‑
тами Российского научного фонда.

Президент Российского хитинового общества 
В. П. Варламов

Секретарь И. В. Яковлева
ФИЦ Биотехнологии РАН
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По своей природе большинство сезонных пло-
доовощных культур имеют короткий срок хране-
ния. Одной из причин этого является сохранение 
дыхательной активности и транспирации у фрук-
тов и овощей даже после сбора урожая, а другая 
причина заключается в поражении патогенными 
микроорганизмами. Потери от грибковой инфек-
ции у фруктов и овощей в послеуборочной цепочке 
могут достигать от 30 до 50%, в некоторых случаях 
поражение может привести к  полной потере со-
бранного урожая. Качество плодов не может быть 
улучшено после сбора урожая, а может быть только 
сохранено [1].

Томаты (Solanum lycopersicum) — одна из наибо-
лее экономически важных культур в мире, объем 
производства которых в 2020 г. составил ~187 млн т, 
собранных с площади 6.1 млн га [2]. Более 200 ви-
дов заболеваний могут привести к значительным 
потерям во время выращивания и  после сбора 
урожая томатов [3]. Среди фитопатогенных гри-
бов, поражающих посевы томатов, поражение 
Botrytis cinerea является второй по распространен-
ности причиной экономических потерь во всем 

мире. Относительно короткий срок хранения то-
матов ограничивает коммерческую транспорти-
ровку на большие расстояния и доступность этой 
продукции круглый год без дополнительной обра-
ботки. До 30% собранного урожая томатов может 
быть утрачено в послеуборочное время, главным 
образом, в результате поражения, вызванного фи-
топатогенами, чаще других B. cinerea [3–5] и др. 
Применяемые в настоящее время синтетические 
фунгициды наиболее эффективны в борьбе с по-
слеуборочными болезнями. Развитие устойчивости 
у патогенов к синтетическим фунгицидам и нега-
тивное воздействие последних на окружающую 
среду способствует расширению использования 
природных противомикробных препаратов [8–12].

Хитин и хитозан — это доступные, возобновля-
емые природные соединения, которые поддаются 
биологическому разложению, малотоксичны и по-
этому безопасны для потребителей и окружающей 
среды. Хитин и хитозан являются сополимерами 
N-ацетил-D-глюкозамина и D-глюкозамина, со-
отношение мономеров в полимерной цепи опре-
деляет физические, химические и биологические 

DOI: 10.31857/S0555109924020019  EDN: GBKOOG

Обзорная статья включает информацию об использовании покрытий как из самого хитозана, так 
и в сочетании с другими полисахаридами и функциональными соединениями, для послеуборочной 
обработки, главным образом томатов, с целью продления срока хранения собранной продукции. При 
сборе урожая фруктов и овощей потери от грибковой инфекции могут достигать 50%. Для предотвра-
щения потерь урожая и сохранения качества плодов применяют различные способы послеуборочной 
обработки. В настоящее время наиболее эффективными средствами, используемыми для борьбы с по-
слеуборочными болезнями, являются синтетические фунгициды, но их не контролируемое примене-
ние отрицательно воздействуют на здоровье человека и окружающую среду. В последнее время сохра-
няется тенденция к расширению использования природных противомикробных препаратов. Такими 
природными соединениями могут быть хитин и хитозан. Они возобновляемы, биоразлагаемы, мало-
токсичны и безопасны для потребителей и окружающей среды. Способность хитозана к пленкообра-
зованию и его антимикробные и антиоксидантные свойства важны для получения функциональных 
покрытий для послеуборочной обработки плодов.
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свойства. Звенья N-ацетил-D-глюкозамина 
и D-глюкозамина в хитине и хитозане связаны друг 
с другом β-1,4-гликозиднымим связями. Хитин от-
личается от хитозана более высокой долей N-аце-
тил-D-глюкозамина по сравнению с D-глюкозами-
ном в полимерной цепи [13]. В сельском хозяйстве 
хитозан используется в основном в качестве эколо-
гически безопасного биопестицида, повышающего 
врожденную способность растений противостоять 
грибковoй инфекции, а также в качестве натураль-
ного средства для предотвращения болезней семян 
и усиления роста растений. Биологическая актив-
ность хитозана обусловлена его антимикробны-
ми, адсорбционными, антиоксидантными и эли-
ситорными свойствами [12, 14, 15]. Хитин — один 
из наиболее распространенных полисахаридов 
в природе среди многих сырьевых материалов. Хи-
тозан — дезацетилированное производное хитина. 
Способность хитозана к пленкообразованию и его 
антимикробные и антиоксидантные свойства важ-
ны для получения функциональных пленок.

Хитозан не растворяется в воде и в большинстве 
обычных органических растворителей, но хоро-
шо растворяется в кислых водных растворах с pH 
ниже 6.3. Растворимость хитозана зависит от его 
физико-химических характеристик, а  также рас-
пределения ацетильных групп по основной цепи. 
В зависимости от используемой для растворения 
кислоты и концентрации хитозана полимер обра-
зует вязкие растворы и проявляет пленкообразую-
щие свойства [16]. Растворение хитозана в кислых 
условиях способствует активированию его про-
тивомикробного действия. В работе [16] исследо-
вали способность различных кислот растворять 
хитозан из панцирей крабов в  виде мелкого по-
рошка и оценивали эффективность растворов био-
полимера в борьбе с послеуборочной серой гнилью 
B.  cinerea на примере ягод столового винограда. 
Растворение хитозана исследовали в  различных 
органических и неорганических кислотах, взятых 
в концентрации 1%. Кислоты, которые успешно 
растворяли хитозан в этой концентрации, имели 
рн от 0.6 (хлористоводородная) до 2.8 (уксусная), 
в то время как кислоты (галловая, транс-коричная, 
DL-α-аминомасляная), не способные растворять 
биополимер, имели рн ≥ 2.9. авторы сделали вы-
вод, что физические свойства, такие как вязкость 
пленкообразующего раствора в диапазоне от 1.9 сП 
(аскорбат) до 306.4 сП (малеат), а  также толщи-
на хитозанового покрытия от 6.5 мкм (ацетат) до 
15.4 мкм (аскорбат), не коррелировали с эффектив-
ностью его использования. наиболее эффектив-
ной (70%) оказалась обработка раствором ацетата 
хитозана (вязкость 43.5 сП, толщина покрытия 6.5 
мкм) по отношению к патогену, а также при после-
дующем хранении ягод при 15 C в течение 10 дней. 
Сами растворы кислот с pH 5.6 были не эффектив-
ны против патогена.

антимикробное действие хитозана на патоген-
ные микроорганизмы зависит от штамма, молеку-
лярной массы (ММ), степени дезацетилирования 
(СД) и других показателей [17]. Высокомолекуляр-
ный хитозан может образовывать плотный слой на 
поверхности микробной клетки, изменяя клеточ-
ную проницаемость, таким образом блокируя по-
ступление питательных веществ в клетку. В то время 
как низкомолекулярный хитозан может проникать 
в цитозоль и связываться с ДнК клеток, следстви-
ем чего является нарушение синтеза мРнК и белка 
и в результате гибель клетки. антимикробное дей-
ствие хитозана заключается во взаимодействии от-
рицательно заряженных функциональных групп на 
внешней поверхности мембран микробных клеток 
с положительно заряженными аминогруппами на 
хитозане. Это меняет свойства мембраны и может 
приводить к утечке внутриклеточного содержимого 
и в конечном итоге к гибели клеток. Электростати-
ческое взаимодействие зависит от состава плазма-
тической мембраны, оно более сильное с мембрана-
ми, которые содержат полиненасыщенные жирные 
кислоты [18]. Кроме того, действие хитозана можно 
объяснить его хелатирующими свойствами. Хитозан 
оказывает хелатирующее действие, связывая основ-
ные металлы и тем самым подавляя рост микробов. 
Взаимодействуя с ионами металлов, он ингибиру-
ет активный центр метаболических ферментов ми-
кробных клеток [19].

антиоксидантное действие хитозана подразуме-
вает создание барьера для предотвращения обра-
зования активных форм кислорода или их доступа 
к объекту. на сегодняшний день точный механизм 
удаления свободных радикалов хитозаном не ясен. 
Возможно, нестационарные свободные радикалы ре-
агируют с функциональными группами в положении 
С-2, С-3 и С-6 пиранозного кольца с получением ста-
бильных макромолекулярных радикалов [15, 20].

Функциональные покрытия из природного сырья. 
Количество публикаций, индексируемых в  базе 
данных “Scopus”, связанных с  использованием 
хитозана в качестве материала для покрытия пи-
щевой продукции увеличилось с 30 до 900 в период 
с 2005 по 2020 г. [21].

В таблице 1 представлены работы, в которых 
формировали покрытия на основе хитозана в со-
четании с  другими полисахаридами и  функцио-
нальными соединениями для послеуборочной об-
работки продукции с целью продления срока хра-
нения и  сохранения качества, главным образом 
томатов. Покрытия создают барьер для газообме-
на, снижают дыхание плодов, а также замедляют их 
созревание.

Покрытия на основе хитозана. Для сохранения 
собранной продукции ее поверхность может быть 
покрыта съедобными биоразлагаемыми материа-
лами путем распыления, погружения (рис. 1) или 
смазывания [32].
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Томаты, сорт
Характе-
ристики 
хитозана

Комбинация Действие Ссылка

Lycopersicon 
esculentum Mill

Вязкость 15 cП, 
СД 90%

Хитозан 0.01, 0.05, 
0.1, 0.5 и 1.0%

Ингибирование B. cinerea и Penicíllium expansum, 
увеличение активности полифенолоксидазы, пе-
роксидазы и содержания фенольных соединений 
при использовании покрытий 0.5 и 1.0%

[22]

Lycopersicon 
esculentum Mill

ММ 50–190 кДа,  
вязкость 20–
300 cП,  
СД 75–85%

Хитозан 0.5, 1.0 
и 2.0%

Сохранение веса, плотности плодов, содержания 
ликопина, аскорбиновой кислоты, фенолов и др. 
20 сут при 5°C; 10 сут при 21°C при использова-
нии покрытий 0.5 и 1.0%

[23]

Solanum lycoper
sicum (черри) –

Хитозан 1% / 
0.2, 0.4, 0.6% на-
но-ZnO, 50 ± 10 
нм

Усиление механических, антибактериаль-
ных свойств, увеличение зоны ингибирования 
Salmonella, E. coli, Alicyclobacillus acidoterrestris 
и Staphylococcus aureus при использовании покры-
тия с 0.6% нано-ZnO

[24]

Зеленые Solanum 
lycopersicum L.

ММ 100 кДа,
СД 85%

Хитозан 1%/на-
но-TiO2, 21 нм, 
(вес./вес.)

Усиление механических и барьерных свойств, со-
хранение качества и увеличение срока хранения 
томатов

[25]

Зеленые Solanum 
lycopersicum L. cv. 
Zheza 205

СД ≥ 95% Хитозан/ нано 
SiOx, 20–50 нм

Замедление потери веса, общего количества рас-
творимых твердых веществ, сохранение титруе-
мых кислот, увеличение срока хранения томатов. 
Уровень ингибирования композитным раствором 
против E. coli и S. aureus составлял 43 и 38%

[26]

Solanum lycoper
sicum L. СД 83.2%

Хитозан 1.5% / 
цеолит 3% (вес./
вес.)

Потеря веса — 5.6% при использовании покры-
тия из композита, 8.5% из хитозана.
Поражение грибами не наблюдалось 37 сут при 
10°C

[27]

– ММ 160 кДа,
СД 94%

15% хитозан  
бигуанидин  
гидрохлорид/ 
КМ-целлюлоза /
альгинат

антибактериальное действие по отношению к  
S. pneumonia, Bacillus subtilis и E. coli.
Значительное снижение потери веса, замедление 
порчи фруктов

[28]

Черри (Koko) ММ 190–310 кДа,  
СД 75–85%

1% хитозан/ 
экстракт семян 
грейпфрут (ЭСГ) 
0.5–1.2%

Эффективное подавление роста Salmonella и ме-
зофильных аэробов, не влияло на концентрацию 
ликопина, цвет, органолептические свойства, 
отсутствие потери веса после 21сут/25°C при ис-
пользовании 1% хитозан/ ЭСГ 1.0%

[29]

Розовые СД 85%
Хитозан
0.5–1.5% / вани-
лин 10 и 15 мM

Снижение изменений твердости, концентрации 
растворимых сухих веществ плодов, заболеваемо-
сти на 74%, тяжести заболеваемости на 79%, по-
тери веса до 90%. Сохранение содержания аскор-
биновой кислоты, антиоксидантных свойств. 
Продление срока хранения до 25 сут при 26 ± 2°C 
и относительной влажности 60 ± 5% при исполь-
зовании покрытия хитозан 1.5% / 15 мМ ванилин

[30]

“Chonto” 
Solanum lycopersi
cum L.

ММ 190–310 кДа,  
СД 85%

2% хитозан /ЭМР 
0.5, 1.0 и 1.5% 
(об./об.)

Полное подавление роста плесени и дрожжей на 
поверхности томатов, отсутствие влияния на ка-
чество плодов (12 сут, 4 ± 0.2°C) при использова-
нии 2% хитозан / ЭМР 1.0 и 1.5%

[5]

Italian Lycopersi
con esculentum 
Mill.

СД 85.9%

16 вариантов: 10 г/л 
крахмала, мани-
оки и хитозана 
(5–30 г/л), эфир-
ное масло (0– 
10 мл/л) и экс-
тракт кожуры гра-
ната (0–20 мл/л)

наименьшая потеря веса, снижение общего со-
держания сухих растворимых веществ, сохра-
нение твердости по сравнению с плодами без 
покрытия при хранении 12 сут при 25°C, при ис-
пользовании покрытия состоящего из 10 г/л хи-
тозана, 10 г/л крахмала маниоки, 10 мл/л эфир-
ного масла и 20 мл/л экстракта кожуры граната

[31]

Таблица 1. Эффект послеуборочных покрытий из хитозана в  сочетании с  другими функциональными 
соединениями на плоды томатов
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В  работе [22] было исследовано влияние хи-
тозана на серую и синюю плесени, вызываемые 
B.cinerea и Penicillium expansum соответственно на 
плодах томата (Lycopersicon esculentum Mill). Плоды 
собирали на зрелой стадии (цвет плода красный). 
Хитозан с СД 90% и вязкостью 15 сП обеспечивал 
эффективную борьбу с  обеими болезнями пло-
дов томатов, хранящихся при 25 и 2 C. В работе 
использовали 0.01, 0.05, 0.1, 0.5 и  1.0%-ный со-
лянокислый раствор хитозана (рн 5.4). Хитозан 
уже значительно ингибировал прорастание спор 
P. expansum и B. cinerea при концентрации хитоза-
на 0.5 и 1.0% соответственно, а также удлинение 

зародышевых трубок и рост мицелия. Хитозан по-
вреждал плазматические мембраны спор обоих 
патогенов. Плазматическая мембрана P. expansum 
была более чувствительна к хитозану по сравнению 
с B. cinerea. Мембраны P. expansum сохраняли це-
лостность на 48.2%, тогда как B. cinerea — на 82.5% 
после 2 ч инкубации на картофельно-декстрозном 
бульоне, содержащем 0.5% хитозана. Обработка 
хитозаном вызывала значительное повышение ак-
тивности ферментов, таких как полифенолоксида-
зы, пероксидазы, и повышала содержание феноль-
ных соединений в плодах томата. Полученные ре-
зультаты свидетельствовали о действии хитозана на 

Рис. 1. Влияние покрытий на основе хитозана на сохранность и качество плодов томатов.
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серую и синюю гниль плодов, которое могло быть 
связано с прямым фунгицидным эффектом против 
патогенов и с проявлением биохимических защит-
ных реакций у плодов.

В  работе [23] сообщалось об эффективности 
применения покрытия на основе хитозана с ММ 
50–190 кДа, вязкостью 20–300 сП, СД 75–85%. 
С  целью продления послеуборочного качества 
свежих томатов (Lycopersicon esculentum Mill. cv. 
‘Diamentino’) использовали растворы хитозана 
концентрацией 0.5, 1.0 и 2.0% в уксусной кислоте. 
Плоды обрабатывали методом погружения в хито-
зан различной концентрации на 5 мин, тогда как 
контрольные плоды погружали на такое же время 
в дистиллированную воду, содержащую уксусную 
кислоту. После обработки плоды сушили в тече-
ние 2 ч при комнатной температуре. Плоды хра-
нили при температуре 5 и 21 C при влажности 90 
и 65% соответственно. После обработки 1%-ным 
раствором хитозана потеря веса плодов уменьша-
лась относительно контроля в 2 раза к концу срока 
хранения при 5 и 21 C. Хитозановое покрытие (0.5 
и 1%) поддерживало послеуборочное содержание 
ликопина в плодах. Общее содержание ликопина 
в томатах, хранившихся при 21 C, было заметно 
выше, чем в  томатах, хранившихся при 5 C. Со-
держание аскорбиновой кислоты в томатах, обра-
ботанных 1%-ным раствором хитозана, на 10 сутки 
при 21 C составило 9.27 мг/100 г, в контрольных — 
7.59  мг/100 г. авторы рекомендовали использо-
вание 1%-ного раствора хитозана в качестве по-
крытия. Большинство параметров, таких как вес, 
плотность плодов, визуальное сохранение качества, 
задержка изменений в биохимическом составе со-
единений (содержание ликопина, аскорбиновой 
кислоты, фенолов и др.), при этой концентрации 
в тестируемый период не ухудшались.

Опираясь на данные, представленные в работе 
[33] подсчитали, что эффективность борьбы с по-
слеуборочной гнилью на свежих овощах и фрук-
тах с применением хитозана на 35–45% обуслов-
лена его антимикробными свойствами, на 30–40% 
элиситорными и на 20–30% пленкообразующими. 
Покрытие из хитозана создает барьер для газооб-
мена, снижения дыхания и  замедления созрева-
ния. Свойства покрытия, например его вязкость, 
толщина, зависят от кислоты, в которой растворя-
ли хитозан. например, вязкость пленкообразую-
щего раствора хитозана в растворе 1%-ной уксус-
ной, муравьиной, молочной или соляной кислоты 
составляла 43.5, 234.9, 102.9 или 3.9 сП, а толщина 
покрытия 6.5, 9.8, 9.7 или 11.2 мкм соответствен-
но [16]. Покрытие из хитозана (из панциря краба), 
растворенного в любой из кислот, уменьшало по-
слеуборочную серую гниль (B. cinerea) на примере 
столового винограда Crimson Seedless. авторы счи-
тают, что наиболее эффективным покрытием явля-
ется ацетат хитозана (вязкость 43.5 сП), обработка 

которым эффективно уменьшала послеуборочную 
гниль и не повреждала ягоды винограда. неболь-
шие грозди винограда хранили при 0.5 ± 1 C в те-
чение 60 сут.

В  работе [34] исследовали влияние хитозано-
вого покрытия на примере плодов гуавы. После 
сбора урожая плоды имеют короткий срок хране-
ния из-за интенсивных метаболических процессов. 
В работе для покрытия плодов использовали 1, 2 
и 3%-ный раствор хитозана (вязкость 20–300 cП, 
СД 95–98%). Обработка вызывала значительное 
снижение активности фенилаланин-аммиак-лиазы 
и повышение активности пероксидазы. Получен-
ные результаты показали, что покрытие из хитоза-
на эффективно сохраняло качественные характе-
ристики плодов после сбора урожая за счет усиле-
ния антиоксидантных процессов, оно задерживало 
созревание при 25 C в течение 96 ч хранения. Хи-
тозановое покрытие замедляло потерю веса плодов 
по сравнению с контролем. Увеличение концен-
трации раствора хитозана с 1.0 до 3.0% давало до-
полнительное преимущество при контроле потери 
веса. Этот эффект наблюдался в течение 96 ч после 
обработки, при этом самые низкие значения на-
блюдались при обработке 3%-ным раствором хито-
зана, затем следовали результаты для 2%, 1%-ного 
покрытия и контрольного образца без покрытия, 
что свидетельствовало о положительном эффекте 
хитозанового покрытия в качестве защитного ба-
рьера, предотвращающего потерю влаги плодами 
при транспирации. авторы полагают, что хитоза-
новое покрытие можно рассматривать для коммер-
ческого применения и увеличения срока годности 
и сохранения качества плодов при комнатной тем-
пературе [34].

Покрытия на основе хитозана с наночастицами 
неорганических оксидов. некоторые исследовате-
ли считают, что слабая механическая прочность 
ограничивает применение хитозановых пленок 
в качестве покрытия. Добавление в хитозановые 
пленки наночастиц, например оксидов некото-
рых металлов, улучшает их механические свойства. 
В работе [24] были разработаны и получены ком-
позитные пленки для более длительного хранения 
плодов томата черри (Solanum lycopersicum). Мето-
дом погружения плодов в раствор были получены 
композитные пленки на основе порошка хитозана 
с введением 0.2, 0.4 и 0.6% нанооксида цинка (на-
но-ZnO), с размером частиц 50 ± 10 нм и чисто-
той 99.8%. Добавление нано-ZnO в хитозановые 
пленки усиливало их механические, антибактери-
альные и антиоксидантные свойства. Исследовали 
противомикробное действие полученных пленок 
против грамотрицательных бактерий Salmonella 
(ATCC13076) и Escherichia coli (ATCC25922), а так-
же грамположительных бактерий Staphylococcus 
aureus (ATCC25923) и Alicyclobacillus acidoterrestris 
(DSM 3923). на основе механических, оптических, 
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водорастворимых и  антибактериальных свойств 
композитных пленок была выбрана пленка с со-
держанием 0.6% нано-ZnO. Добавление наноча-
стиц оксида цинка значительно увеличило зоны 
ингибирования Salmonella, E. coli, A. acidoterrestris 
и S. aureus до 23.30 ± 1.06, 16.36 ± 1.26, 52.25 ± 3.35 
и 11.62 ± 0.54 мм соответственно. антибактериаль-
ный эффект композитной пленки был значитель-
но выше в отношении A. аcidoterrestris, чем против 
Salmonella и E. coli. Результаты показали, что ком-
позитная пленка, нанесенная на поверхность то-
матов черри, ограничивала газообмен, замедляла 
интенсивность дыхания, поддерживала содержание 
растворимых твердых веществ, цвет и подавляла 
рост микроорганизмов на поверхности плодов. Ка-
ждую группу плодов хранили при температуре 20 ± 
5 C и относительной влажности 70–75% в течение 
15 сут. Физико-химические свойства томатов чер-
ри оценивали при хранении каждые три дня. авто-
ры считают, что композитная пленка хитозан-на-
но-ZnO представляет собой материал, который 
можно применять для решения проблем хранения, 
связанных с томатами черри [24].

В  работе [25] исследовали возможность ис-
пользования активной упаковки из хитозана 
(ММ 100 кДа, СД 85%) и хитозана, содержащего 
наноразмерный диоксид титана (21 нм, чистота 
99.5%), для плодов томата (Solanum lycopersicum L.). 
Диоксид титана (TiO2) проявлял противомикроб-
ные свойства, кроме того это широко используе-
мый химически инертный материал [35]. наноком-
позитная пленка хитозан/TiO2 и пленка из хитоза-
на были изготовлены методом литья из раствора 
с последующим выдерживанием при 25 C, влаж-
ности 50% в  течение 48 ч. Полученные пленки 
использовали в качестве активной упаковки для 
замедления процесса созревания томатов черри 
(Solanum Lycopersicum L.). У плодов ряда растений, 
и в том числе томатов, наблюдается резкий подъем 
дыхания в конце их созревания, контролируемый 
этиленом. Пленка из хитозана с наночастицами 
TiO2 (1%, вес/вес) имела хорошие механические 
и  барьерные свойства и  обладала способностью 
к фоторазложению этилена. Были определены из-
менения плотности плодов, потеря веса, цвета, со-
держание ликопина, общего растворимого сухого 
вещества, аскорбиновой кислоты и концентрации 
этилена и углекислого газа в томатах, упакованных 
в пленку хитозан/TiO2 и пленку только из хитоза-
на, во время хранения при 20 C. авторы полага-
ют, что разработанная нанокомпозитная пленка 
хитозан/TiO2 может быть использована для ком-
мерческого применения при послеуборочной об-
работке свежих продуктов.

В работе [26] была изучена эффективность ком-
позитной пленки на основе хитозана (СД ≥ 95%) 
и нанокремния (нано-SiOx) со средним размером 
частиц 20–50 нм. Оксид кремния (SiOx) благодаря 

своей полигидроксильной структуре легко связы-
вается с  поверхностью хитозана, тем самым по-
вышая механические свойства хитозанового по-
крытия. Для приготовления пленкообразующего 
раствора использовали 1%-ный раствор хитозана 
в 0.1%-ной уксусной кислоте. Весовое соотноше-
ние хитозана к  частицам нано-SiOx составляло 
20 : 1. Для лучшего растворения обоих компонен-
тов использовали ультразвуковую обработку. Ком-
позитные пленки были использованы для провер-
ки их профилактического действия на томатах 
в  условиях хранения в  течение 15 сут при влаж-
ности 85%, 23 ± 1 C. Исследования проводили на 
томатах (Solanum lycopersicum L. cv. Zheza 205) зе-
леной спелости, чтобы уменьшить послеубороч-
ные потери. Плоды обрабатывали пленкообразу-
ющими растворами методом погружения. анти-
бактериальную активность пленкообразующих 
растворов анализировали относительно типич-
ных патогенных микробов пищевого происхож-
дения, E. coli, CICC23657 и S. aureus, CICC10384. 
Уровень ингибирования раствором композита хи-
тозан/нано-SiOx против E. coli и S. aureus состав-
лял 42.88 и 37.85% соответственно, а для раствора 
хитозана — 30.00 и 19.45% соответственно. Было 
показано, что формирование полупроницаемого 
композитного покрытия успешно поддерживало 
качество томатов за счет замедления потери влаги, 
газообмена и дыхания. Результаты показали, что 
пленка хитозан/нано-SiOx замедляла потерю веса, 
общих растворимых сухих веществ, сохраняла ти-
труемые кислоты и заметно продлевала срок хра-
нения томатов.

В  работе [27] оценили влияние хитозановых 
покрытий в  сочетании с  цеолитом на показате-
ли качества при хранении томатов (Lycopersicon 
esculentum сорт FA-180 HAZERA) в холодильнике 
[27]. Покрытия наносили двукратным погружени-
ем плодов на 5 мин в пленкообразующие растворы, 
содержащие только хитозан (СД 83.2%), хитозан 
и Твин-80 (0.1%, мас./об.), хитозан и цеолит (3%, 
вес/вес). Плоды после покрытия высушивали в те-
чение 1 ч при 25 C и далее хранили при 10 C в те-
чение 37 сут. В покрытиях использовали хитозан 
в концентрации 1.5%, в качестве растворителя — 
1%-ную молочную кислоту. Добавление цеолита 
и Твин-80 в раствор хитозана улучшало его обво-
лакивающие свойства и задерживало созревание 
томатов. никаких признаков грибкового пораже-
ния плодов без покрытия и с покрытием не наблю-
дали в период хранения при 10 C в течение 37 сут. 
Эффективность обработок для продления срока 
хранения плодов оценивали путем определения 
интенсивности дыхания, качественных характери-
стик и общего внешнего вида. Покрытия хитозана 
с цеолитом и хитозана с Твин-80 не представляли 
собой эффективного барьера, предотвращающе-
го потерю веса в конце срока хранения, которая 
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составила 5.59 и 5.74%, а для покрытия только из 
хитозана — 8.45% [27].

Покрытия из хитозана в сочетании с другими по
лисахаридами. Покрытия на основе полисахаридов 
обладают прекрасной способностью образовы-
вать полупроницаемые пленки на свежих фруктах. 
Комбинирование двух и более полимеров — самый 
простой способ получения полисахаридных пле-
нок с лучшими функциональными свойствами [36].

Исследователи в работе [37] получали методом 
литья функциональные пленки из смеси биопо-
лимеров альгината натрия и  карбоксиметилцел-
люлозы (КМЦ) с  добавлением различных кон-
центраций картофельного крахмала. С помощью 
ИК-Фурье-спектроскопии, рентгеноструктурного 
анализа, сканирующей электронной микроскопии 
и  термогравиметрии были исследованы химиче-
ские, морфологические и  термические характе-
ристики полученных пленок. Физические, опти-
ческие, влагостойкие, механические и барьерные 
свойства анализировали в  зависимости от кон-
центраций альгинат/КМЦ и крахмала. Повышен-
ная концентрация крахмала (50%) способствовала 
улучшению защиты от УФ-излучения, кислорода 
и  водяного пара, а  также уменьшению содержа-
ния влаги и увеличению длины пленки. Пленки 
с содержанием крахмала 50% имели равномерную 
толщину, повышенную термостойкость и высокую 
прочность на разрыв. Было показано, что пленка 
способна увеличить срок годности плодов виногра-
да после сбора урожая до 16 сут, что подтвердило 
перспективу использование таких пленок.

В работе [28] авторы получили и исследовали 
пищевое покрытие на основе КМЦ с MМ 90 кДа 
(числовая) и  степенью замещения (СЗ) 0.75 аль-
гината (А) и  производного гидрохлорида хито-
зана с  бигуанидином (ГБХ). Для синтеза про-
изводного использовали хитозан с  MМ 160 кДа 
(вязкостная), СД 94%. Полученное производное 
было использовано в качестве сшивающего аген-
та в концентрации 5, 10 и 15% при формировании 
пленок. Методом ИК-Фурье-спектроскопии под-
твердили получение пленок, в  составе которых 
присутствовали три полисахарида. Широкоуголь-
ная дифракция рентгеновских лучей показала, что 
аморфная структура КМЦ/а приобретала некото-
рую степень упорядоченности после добавления 
ГБХ. По  результатам термографического анали-
за добавление ГБХ значительно улучшило тепло-
вые свойства пленок и не изменило прозрачность 
пленок КМЦ/A. Механические и антибактериаль-
ные свойства относительно Streptococcus pneumonia 
(RCMB010010), Bacillus subtilis (RCMB010067) 
и  E.  coli (RCMB010052) были значительно улуч-
шены после добавления производного хитозана 
в тестируемых концентрациях в пленкообразую-
щий раствор, которым покрывали плоды томатов 
методом погружения (несколько раз). В качестве 

примера был выбран пленкообразующий раствор 
с КМЦ/A/15%ГБХ благодаря превосходным анти-
бактериальным свойствам. Зоны ингибирования 
бактерий S. рneumonia, B. subtilis и E. сoli составляли 
15.68, 14.48 и 11.56 мм соответственно, при исполь-
зовании ампициллина — 23.80 и 32.40 мм относи-
тельно S. pneumonia и B. subtilis. Томаты с покрыти-
ем продемонстрировали значительно меньшую по-
терю веса (приблизительно в 5 раз) по сравнению 
с контролем в конце срока хранения (на 20 сут), 
и порча плодов после нанесения покрытия замед-
лялась. По мнению авторов, этот результат может 
быть связан с повышением барьерных свойств по-
крытия благодаря увеличению степени сшивки 
производным хитозана.

В работе [38] получали и исследовали пленки на 
основе пектина (ММ 111.1 кДа, степень этерифи-
кации 48.36%) и хитозана (ММ 70 кДа, СД 90%) 
в форме наносуспензии, полученной методом по-
лимеризации раствора хитозана (0.8%) в метакрило-
вой кислоте (0.5%), в соотношении пектин : нанохи-
тозан: 100 : 0; 75 : 25; 50 : 50; 25 : 75 и 0 : 100 (масс.%). 
Пленкообразующие суспензии пектин : нанохито-
зан ингибировали рост Colletotrichum gloeosporioides, 
Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus niger и  E. coli. 
Оказалось, что пленка, состоящая только из пек-
тина, не оказывала ингибирующего действия на 
исследуемые микроорганизмы. антимикробные 
свойства пленкообразующих растворов улучша-
лись при увеличении содержания наносуспензии 
хитозана с 25 до 50%. антимикробная активность 
наносуспензии хитозана объяснялась особыми 
размерными характеристиками наночастиц и вы-
соким поверхностным зарядом. авторы полагали, 
что причина меньшей ингибирующей способности 
пленки пектин : нанохитозан (25 : 75) по сравне-
нию с пленкой с соотношением 50 : 50 возможно 
вызвана агрегацией и неравномерным распреде-
лением нанохитозана, что приводило к уменьше-
нию контактов между нанохитозаном и микроб-
ной поверхностью. Смешивание пектина с нано-
хитозаном приводило к улучшению механических, 
барьерных и гидрофильных свойств. на хорошее 
взаимодействие пленкообразующих компонентов 
для пленок пектин : нанохитозан в соотношении 
(50 : 50) указывали спектры ИК-спектроскопии 
с нарушенным полным внутренним отражением 
и  изображения сканирующей электронной ми-
кроскопии. авторы считают, что получение пленки 
пектин : нанохитозан — это новый подход к раз-
работке активной упаковки для продления срока 
годности пищевых продуктов [38].

Покрытия из хитозана в  сочетании с  другими 
функциональными соединениями. Добавление фе-
нольных соединений, эфирных масел и экстрактов 
фруктов в пленки на основе полисахаридов суще-
ственно повышает их антиоксидантные и антими-
кробные свойства, способствует продлению срока 
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годности и сохранению качества продукции [39]. 
на антиоксидантную активность покрытий силь-
ное влияние может оказывать эффект взаимодей-
ствия между различными компонентами.

Было разработано покрытие на основе хитозана 
(ММ 190–310 кДа, СД 75–85%) и экстракта семян 
грейпфрута (ЭСГ) [29]. Известно, что ЭСГ явля-
ется функциональным материалом, содержащим 
различные биологически активные компоненты, 
такие как флавоноиды, полифенолы, органиче-
ские кислоты и другие, которые, как считается, от-
вечают за противомикробную и антиоксидантную 
активность. Томаты черри (Koko) после сбора уро-
жая покрывали пленкой погружением в 1%-ный 
коллоидный раствор хитозана, который содержал 
Твин-20 (в количестве 25% от массы ЭСГ). Иссле-
довалось присутствие ЭСГ в концентрации 0.5, 0.7, 
1.0 и 1.2% в коллоидном растворе хитозана. Покры-
тия с ЭСГ (1.0%) эффективно ингибировали рост 
сальмонелл в присутствии трех штаммов Salmonella 
typhimurium (CCARM 8164), Salmonella enteritidis 
(CCARM 8040) и  Salmonella montevideo (CCARM 
8052), снижали образование СО2 и замедляли сни-
жение титруемой кислотности в условиях хранения 
при 10 и 25 C. При включении ЭСГ в состав пленок 
была продемонстрирована задержка роста микро-
организмов со снижением потери веса при 25 C. 
Покрытие хитозан-ЭСГ не влияло на концентра-
цию ликопина, цвет и органолептические свойства 
плодов. Результаты, полученные в этом исследова-
нии, показали, что использование коллоидного по-
крытия хитозан-ЭСГ может быть эффективной по-
слеуборочной технологией защиты плодов томатов 
черри от сальмонеллы и поддержания их качества 
[40].

В работе [30] были получены покрытия на ос-
нове хитозана (СД  85%) и  ванилина  — феноль-
ного альдегида, обладающего антимикробными 
свойствами. Водные растворы ванилина смеши-
вали с тремя растворами хитозана разной концен-
трации с образованием покрытий: 0.5% хитозан + 
10 мМ ванилин; 1.0% хитозан + 10 мМ ванилин; 
1.5% хитозан + 10 мМ и 0.5% хитозан + 15 мМ ва-
нилин; 1.0% хитозан + 15 мМ ванилин; 1.5% хи-
тозан + 15 мМ ванилин. Все покрытия содержали 
0.1% Твин-20. авторы тестировали физико-хими-
ческие качества плодов томатов в период хранения 
при 26±2  °C и относительной влажности 60±5% 
с интервалом в 5 сут. Результаты показали, что по-
крытие 1.5% хитозана + 15 мМ ванилина способ-
ствует снижению заболеваемости плодов на 74.16% 
и тяжести заболевания на 79%, задержке в потери 
веса до 90% и уменьшению изменений твердости 
плодов, а также концентрации растворимых твер-
дых веществ и цветности. Покрытие также снижа-
ло интенсивность дыхания и скорость образования 
этилена по сравнению с контролем и томатами, об-
работанными 0.5% хитозаном + 10 мМ ванилина. 

Кроме того, содержание аскорбиновой кислоты 
и антиоксидантные свойства томатов были сохра-
нены, а срок хранения продлен до 25 сут.

Эфирные масла лимона, апельсина, мандарина, 
гвоздики, эвкалипта, мяты — это ароматические 
маслянистые вещества, обладающие антимикроб-
ными и антиоксидантными свойствами [41]. В со-
четании с хитозаном эфирные масла оказывают хо-
рошее защитное действие на послеуборочной ста-
дии хранения овощей и фруктов, сводя к минимуму 
дыхание плодов и уменьшая скорость потери воды.

В  работе [5] использовали хитозан с  ММ 
190–310 кДа и  СД 85% в  сочетании с  эфирным 
маслом руты (Ruta graveolens) для послеубороч-
ной обработки томатов сорта “Chonto” (Solanum 
lycopersicum L.) методом погружения. Полученные 
результаты оценивали в течение 12 сут в условиях 
охлаждения (4 ± 0.2 C). Для получения пленко-
образующей суспензии хитозан растворяли в 0.1 М 
уксусной кислоте, получали 2%-ный раствор 
(масса/об.) и добавляли глицерин (2.5% об./об.), 
Твин-80 (1% об./об.) и  эфирное масло (0.5, 1.0 
и 1.5% об./об. по отношению к раствору хитоза-
на). Было исследовано влияние таких покрытий 
хитозана в сочетании с эфирным маслом на физи-
ко-химические свойства плодов томата на 0, 3, 6, 
9 и 12 сут хранения. авторы отмечали, что проти-
вогрибковая активность такого покрытия сильно 
зависела от содержания эфирного масла. Проти-
вогрибковый механизм действия эфирных масел, 
по мнению авторов, может быть связан с их диф-
фузией внутрь клеток. Было исследовано влия-
ние покрытия из хитозана с разным содержанием 
эфирного масла на концентрацию аэробных мезо-
фильных бактерий и количество плесеней на то-
матах. авторы показали, что покрытие из хитозана 
с добавлением 1.5% эфирного масла руты облада-
ло барьерным эффектом, предотвращало загни-
вание плодов, демонстрировало меньшую потерю 
веса (17%) в конце срока хранения, по сравнению 
с непокрытыми плодами (30%). Индекс зрелости 
плодов показал достоверные различия между не 
покрытыми (12.65%) и покрытыми пленкой плода-
ми из хитозана с содержанием 1% эфирного мас-
ла (10.21%) на 12 сут. По мнению авторов, иссле-
дованные покрытия могут быть перспективными 
для послеуборочной обработки томатов “Chonto”.

В работе [31] было изучено влияние пищевого 
покрытия, состоящего из крахмала маниоки и хи-
тозана с добавлением эфирного масла перца и роз-
марина Lippia sidoides Cham, а также экстракта ко-
журы граната, на срок годности томатов, которые 
хранили при температуре 25 C в  течение 12  сут. 
Для исследования получили 16 вариантов покры-
тий, содержащих крахмал маниоки 10 г/л, хитозан 
в концентрации 5, 10, 20 и 30 г/л, эфирное масло 
0, 2.5, 5 и 10 мл/л и экстракт кожуры граната 0, 5, 
10 и 20 мл/л. Плоды погружали в каждый состав, 
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сушили при комнатной температуре в  течение 
30 мин. Результаты оценивали на 1, 4, 8 и 12 сут. 
Томаты, покрытые составом, содержащим 10 г/л 
крахмала маниоки, 10 г/л хитозана, 10 мл/л эфир-
ного масла и  20 мл/л экстракта кожуры граната 
продемонстрировали наименьшую потерю веса, 
снижение общего содержания растворимых ве-
ществ, сохраняли постоянную твердость по срав-
нению с непокрытыми плодами. Такое покрытие 
имеет потенциал для использования в  будущем 
в качестве биоактивной упаковки. Однако необ-
ходимы дальнейшие исследования для оценки ор-
ганолептических параметров томатов (Lycopersicon 
esculentum Mill) с предлагаемым покрытием и без-
опасности потребления их человеком.

В  работе [42] был получен композитный ма-
териал на основе двух биополимеров: хитозана 
(MМ 450 кДа, СД 75–85%) и КМЦ (MМ 41 кДа), 
сшитый глутаровым диальдегидом с добавлением 
эфирного масла корицы и олеиновой кислоты. Ги-
дрофильные свойства пленок, сформированных 
только из хитозана и КМЦ, могут ограничивать 
их использование. Получение пленок на основе 
этих двух биополимеров с введением глутарового 
диальдегида уменьшало их гидрофильные свой-
ства и увеличивало гидрофобные. Использование 
сшивающего агента способствовало формирова-
нию плотной структуры пленок с повышенной ме-
ханической прочностью и пониженной паропро-
ницаемостью. Межмолекулярные взаимодействия 
в матрице на основе хитозана-КМЦ в присутствии 
различных добавок были изучены методом ИК-Фу-
рье-спектроскопии. Добавление эфирного масла 
корицы улучшало антиоксидантные свойства пле-
нок, а введение олеиновой кислоты предотвраща-
ло появление влаги. наибольшая противомикроб-
ная активность наблюдалась у композитных пле-
нок с добавлением эфирного масла корицы in vitro 
в отношении Listeria monocytogenes и Pseudomonas 
aeruginosa. Гидрофобная природа эфирного масла 
корицы способствовала более легкому проникно-
вению композитного материала в фосфолипидный 
бислой бактерий, что приводило к  разрушению 
клеточной стенки и  к  вытеканию внутриклеточ-
ного содержимого. Было отмечено, что олеиновая 
кислота ослабляла физические и  механические 
свойства пленки из хитозана с КМЦ. Снижение 
механических свойств, как полагают авторы, свя-
зано с образованием пор вдоль поверхности, что 
указывало на псевдогидрофильный характер по-
крытий. Композитные пленки, приготовленные 
в этой работе, за исключением пленки с олеино-
вой кислотой, являются хорошими кандидатами 
на продление сроков годности скоропортящихся 
продуктов.

В работе [43] были разработаны и получены ак-
тивные пленки на основе хитозана (ММ 50 кДа, 
СД 90.27%), гуммиарабика из Acacia senegal 

(ММ 300 кДа) — полисахарида, имеющего отлич-
ные эмульгирующие свойства, и эфирного масла 
корицы. Исследовано влияние соотношения обоих 
разноименно заряженных полимеров на структуру 
пленки, физические и антиоксидантные свойства. 
Взаимодействия между полимерами и эфирным 
маслом корицы оценивали с  помощью реологи-
ческих исследований, ИК-Фурье-спектроскопии 
и  метода рентгеновского дифракционного ана-
лиза. Результаты показали, что существуют элек-
тростатические взаимодействия между хитозаном 
и гуммиарабиком, которые приводят к образова-
нию сложной структуры. Усиление антиоксидант-
ной способности пленки наблюдали при измене-
нии соотношения хитозан/гуммиарабик от 1 : 0 до 
1 : 2, а при содержании компонентов 1 : 4 она бы-
стро снижалась, что могло быть связано, как пола-
гают авторы, с негативным влиянием взаимодей-
ствий между хитозаном и гуммиарабиком, которое 
приводило к потере основного антиоксиданта — 
эфирного масла корицы. авторы статьи считают, 
что необходимо изучение биохимических и физио-
логических реакций при взаимодействии свежих 
продуктов с полученными пленками.

По результатам исследований ряда авторов ис-
пользование покрытий для свежих фруктов и ово-
щей на основе хитозана, а также в сочетании с по-
лисахаридами и  другими функциональными со-
единениями технологически оправдано и  имеет 
преимущества, обусловленные их природным про-
исхождением, доступностью сырья, биологическим 
разложением, малой токсичностью и безопасностью 
для потребителей и окружающей среды.

Для улучшения свойств покрытий и продления 
срока хранения продукции в хитозановые пленки 
добавляли наночастицы оксидов металлов. Ком-
бинирование хитозана с другими полисахаридами, 
фенольными соединениями, эфирными маслами 
и экстрактами фруктов способствовало усилению 
антиоксидантных, антимикробных свойств компо-
зитных пленок.

авторы в  своих исследованиях для формиро-
вания покрытий из пленкообразующих растворов 
в основном использовали хитозан ракообразных 
в  концентрации 1% в  1%-ной уксусной кислоте 
со средней ММ, в некоторых работах использова-
ли хитозан с низкой ММ и преимущественно со 
степенью дезацетилирования 75–85%. Обработку 
плодов томата чаще осуществляли методом погру-
жения в пленкообразующий раствор на несколько 
минут в обычных условиях.

Для улучшения свойств покрытий и продления 
срока хранения продукции в хитозановые пленки 
добавляли наночастицы оксидов, эфирные масла, 
производные фенола [23, 29, 30].

Следует отметить, что большинство покрытий 
преимущественно снижали потерю веса у плодов 
томата по сравнению с непокрытыми плодами. Так, 
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в результате использования 1%-ного раствора хи-
тозана с ММ 50–190 кДа и СД 75–85% потеря веса 
к концу срока хранения при 21 C и влажности 65% 
была в 2 раза меньше. При использовании хито-
зана ММ 190–310 кДа, СД 75–85% с добавлением 
1%-ного экстракта семян грейпфрута не отмечали 
потери веса во время хранении при 25 C в течение 
21 сут. При добавлении ванилина (15 мМ) в покры-
тие из хитозана (1.0–1.5%) отмечали потерю веса 
на 4.5%, в  то время как в  необработанных кон-
трольных образцах на 12.6%, в условиях хранения 
(26 ± 2 C, влажность 60 ± 5%) в течение 25 сут.

Применение большинства хитозановых покры-
тий в больших масштабах и введение их в после-
уборочную коммерческую практику в настоящее 
время не проводилось. нужны дальнейшие ис-
следования композитных хитозановых покрытий, 
содержащих наноматериалы, а  также уточнения 
типов пищевых продуктов, которые могут взаимо-
действовать с используемыми покрытиями.
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Chitosan-based Functional Coatings for Postharvest Processing of Tomatoes
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The review article includes information on the use of coatings, both from chitosan itself and in 
combination with other polysaccharides and functional compounds, for postharvest processing, 
mainly of tomatoes, to extend the shelf life of harvested produce. During harvesting of fruits and 
vegetables, losses due to fungal infection can be as high as 50%. To prevent yield losses and preserve 
fruit quality, various methods of postharvest treatment are used. Currently, the most effective means 
used to control postharvest diseases are synthetic fungicides, but their uncontrolled use negatively affects 
human health and the environment. Recently, there has been a continuing trend to increase the use of 
natural antimicrobial agents. Such natural compounds can be chitin and chitosan, they are renewable, 
biodegradable, low toxicity and safe for consumers and the environment. The film-forming ability of 
chitosan and its antimicrobial, antioxidant properties are important for obtaining functional coatings 
for postharvest processing of fruits.

Keywords: chitosan, chitosan-nano-oxide coating, chitosan-polysaccharide coating, chitosan-active coating, 
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Комплекс уникальных свойств хитозана (ХТЗ), 
его биологическая активность, биосовместимость, 
биодеградируемость, а также низкая токсичность, 
обусловливают его широкое биомедицинское при-
менение. На основе ХТЗ уже созданы многочислен-
ные продукты разного типа: от покрытий на раны 
и ожоги до систем доставки лекарственных препа-
ратов [1–5]. В настоящее время задачей являет-
ся повышение эффективности действия и расши-
рение области применения продуктов на основе 
ХТЗ за счет придания им чувствительности к дей-
ствию внешних факторов, создания так называемых 
«смарт»-систем. Для успешного применения ХТЗ 
в подобных системах возникает необходимость вве-
дения в цепи полисахарида дополнительных функ-
циональных групп, а поскольку необходимым ус-
ловием использования подобных систем является 
совместимость с физиологическими средами, для их 
создания предпочтительны водорастворимые формы 
ХТЗ, среди которых наиболее перспективным пред-
ставляется N-[(2-гидрокси-3-триметиламмоний)
пропил] ХТЗ хлорид (N-мХТЗ). В отличие от кватер-
низованных производных ХТЗ, полученных прямым 

метилированием аминогрупп, N-мХТЗ является не 
только высоко заряженным, но и структурно гомо-
генным поликатионом, сочетающим биосовмести-
мость, биодеградируемость исходного полисахари-
да с растворимостью во всем диапазоне рН. Каждое 
модифицированное звено N-мХТЗ помимо ква-
тернизованной аминогруппы содержит вторичную 
аминогруппу, заряд которой зависит от кислотности 
среды. Структура и свойства кватернизованного ХТЗ 
и закономерности его взаимодействия с синтетиче-
скими и нуклеиновыми кислотами изучены в цикле 
предыдущих работ [6–8]. Были получены комплек-
сы N-мХТЗ с ДНК и малыми интерферирующими 
РНК (миРНК), которые обеспечивали большую эф-
фективность трансфекции в экспериментах in vitro, 
чем известные системы на основе ХТЗ [9]. Однако 
следует отметить, что наряду со всеми преимуще-
ствами N-мХТЗ их получение сопровождается пре-
вращением первичных аминогрупп хитозана во вто-
ричные. Между тем первичные аминогруппы необ-
ходимы для обеспечения возможности дальнейшей 
модификации полисахарида и повышения стабиль-
ности его комплексов с отрицательно заряженными 

DOI: 10.31857/S0555109924020028  EDN: GBFIMA

Предложен двухстадийный метод проведения модификации хитозана, обеспечивающий контролиру-
емое присоединение кватернизованного блока. Структура полученных продуктов изучена методами 
ИК-Фурье- и ЯМР-спектроскопии; растворимость охарактеризована методом турбодиметрии; кис-
лотно-основные свойства определены методом потенциометрии. Показано, что для получения рас-
творимых продуктов необходимо наличие ~50% кватернизованных аминогрупп. Разница в рН-чув-
ствительности модифицированных производных с разным типом присоединения кватернизован-
ного блока выявлена на примере их комплексов с модельным полистиролсульфонатным анионом. 
Продемонстрирована возможность получения на основе синтезированных производных комплексов 
с ДНК — полиплексов, размеры которых определялись структурой производных, стабильных в ус-
ловиях близких к физиологическим. Полученные результаты могут составить основу для разработки 
систем доставки лекарственных средств и генетического материала.

Ключевые слова: хитозан, растворимые производные хитозана, квартенизованные производные хито-
зана, системы доставки лекарственных веществ, полиплексы, трансфекция
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соединениями. Кроме того, первичные аминогруп-
пы обусловливают проявление рН-чувствительности 
поликатиона: в кислых средах количество зарядов 
на его цепях увеличивается за счет ионизации этих 
групп. Это обстоятельство может стать решающим 
для осуществления трансфекции комплексами мо-
дифицированного ХТЗ (мХТЗ) с нуклеиновыми кис-
лотами, обеспечивая выход нуклеиновой кислоты из 
эндосом и лизосом по механизму протоновой губки. 
Известно так же, что первичные аминогруппы игра-
ют важную роль в обеспечении антиоксидантной ак-
тивности ХТЗ [10]. Таким образом, задача получения 
растворимого во всем диапазоне рН полисахарида 
с сохранением первичных аминогрупп в его звеньях 
остается актуальной. Проведение модификации ХТЗ 
(2,3-эпоксипропил)триметиламмоний хлоридом 
(глицидилтриметиламмоний хлоридом, (ГТМАХ)) 
по гидроксильным группам полисахарида представ-
ляется одним из возможных способов решения за-
дачи. Однако, несмотря на многочисленные попыт-
ки, не удалось получить растворимые в нейтральных 
средах производные ХТЗ. Степень модификации 
полисахарида при проведении реакции в  щелоч-
ных средах была незначительна, около 10% [11–13], 
и не превышала 30% для производных, полученных 
в нейтральных средах с предварительной защитой 
аминогруппы органическими соединениями или 
ионными ПАВ [11, 14, 15], что не позволило полу-
чить растворимые в нейтральных средах продукты. 
Кроме того, получение О-кватернизованных про-
изводных с использованием в качестве прекурсоров 
бензилиден- или фталоил-хитозанов было сопря-
жено со сложностями снятия защиты аминогруппы 
в жестких условиях, что приводило к частичной де-
струкции полисахарида. Таким образом, получение 
растворимых производных хитозана с сохранением 
первичных аминогрупп остается актуальной зада-
чей, решение которой и является целью настоящей 
работы.

МЕТОДИКА

Материалы. ХТЗ производства ЗАО “Биопро-
гресс” (Россия) (степень деацетилирования исход-
ного хитина 90%, массовая доля золя 5%) очищали 
осаждением раствором щелочи из кислых раство-
ров, промывали дистиллированной водой до ней-
трального значения рН и лиофильно высушивали. 
N-кватернизованный хитозан получали по моди-
фицированной методике, описанной в работе [16]. 
Значения молекулярной массы (Мw) образцов ис-
ходного ХТЗ и  N-мХТЗ, определенное методом 
статического светорассеяния в  0.33 М уксусной 
кислоте, содержащей 0.2 моль/л ацетата натрия, 
составили соответственно 280 × 103 и 250 × 103 Да.

Полистиролсульфонат натрия (ПССNa) (“Du 
Pont”, Франция  — США) с  Мw = 74 × 103 Дa, 
ГТМАХ, додецилсульфат натрия (ДДС), кон-
центраты буферов РВS, TRIS, HEPES and MES 

(“Sigma-Aldrich”, США), а  также хлористый на-
трий, едкий натр, уксусную и  соляную кислоту 
квалификации “х.ч.” (“ЛабТех”, Россия), ацетон 
и  диметилсульфоксид (ДМСО) квалификации 

“х.ч.” (“Экос-1”, Россия), а также этиловый спирт 
(“Химмед”, Россия) применяли без дополнитель-
ной очистки. Для приготовления водных растворов 
использовали бидистиллированную воду.

Натриевую соль ДНК из тимуса теленка 
(~10000  пар оснований) фирмы “Sigma” (США) 
применяли без дополнительной очистки. Концен-
трацию фосфатных групп [P] в растворах нуклеино-
вой кислоты определяли с помощью УФ-спектро-
фотомерии, используя закономерности работы [17].

Получение прекурсора ДДС/ХТЗ. Комплексы 
ДДС/ХТЗ различного состава (1/1; 3/2; 2/1) по-
лучали, смешивая кислые растворы ХТЗ и  ДДС 
согласно методике, описанной в работе [18]. Со-
став комплексов выражали в мольных отношени-
ях сульфонатных групп ДДС к первичным амино-
группам ХТЗ. Например, для приготовления ком-
плекса ДДС/ХТЗ состава 1 : 1, раствор ДДС (2.5 г 
(8.67ммоль) в 35мл 2%-ной уксусной кислоты) мед-
ленно приливали к раствору ХТЗ (1.5 г (8.2 ммоль) 
в  100 мл 2%-ной уксусной кислоты) при непре-
рывном перемешивании. Смесь выдерживали при 
комнатной температуре в течение 2 ч, продолжая 
перемешивать. Выпавший осадок собирали на 
фильтре Шотта, многократно промывали дистил-
лированной водой, сушили при 70 С до постоян-
ного веса. Соотношение серы к азоту определяли 
методом спектроскопии ЯМР1Н.

Синтез О- и N, O-кватернизованных хитозанов. 
К  раствору комплекса ДДС/ХТЗ (1.0 г) в  40 мл 
ДМСО добавляли ГТМАХ равными порциями по 
0.7 мл 3 раза с интервалом 2 ч. Реакцию проводили 
в термостатируемом ректоре при температуре 70 С 
и непрерывном перемешивании в течение 14 ч; ре-
акционную смесь выдерживали при 4 С 12 ч. Оса-
док собирали с помощью центрифугирования при 
5000 об/мин, 15 мин. Продукт промывали этано-
лом, осаждали на центрифуге, декантировали жид-
кую фазу; промывку осадка этанолом повторяли 
4–5 раз. После сушки продукт растворяли в 16 мл 
0.7 н раствора NaOH и осаждали этанолом (70 мл), 
собирали осадок с помощью центрифугирования, 
подсушивали. Повторно переосаждали продукт 
из щелочного раствора этанолом и высушивали. 
Полученный осадок растворяли в  воде (20 мл). 
Раствор помещали в  диализный мешок “SERVA 
MWCO 10000” (“Spectra”, США) и проводили ди-
ализ против воды, которую многократно меняли. 
Отмывку проводили до достижения нейтральных 
значений рН промывных вод; отсутствию погло-
щения при длине волны 230 нм в их УФ-спектрах. 
Раствор мХТЗ высушивали лиофильно.

Д л я  п о т е н ц и о м е т р и ч е с к и х  и з м е р е -
ний использовали рН-метр “Beckman Φ-70” 
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с  комбинированным электродом “Futura Plus” 
(США). Растворы навесок модифицированного 
хитозана (концентрация в пробе 1 мг/мл) в 0.007 н 
растворе соляной кислоты титровали 0.1 М раство-
ром щелочи с интервалом 3 мин между добавлени-
ем порций титранта при постоянном перемешива-
нии в токе аргона и при температуре 22 C.

Измерения ζ-потенциала и размеров частиц, об-
разующихся в смесях полимеров, проводили при 
25 C на приборе “Zetasizer NanoZD” (“Malvern 
Instruments”, Англия) в буферных растворах. Кон-
центрация аминогрупп мХТЗ в образце до титрова-
ния раствором ПССNa ([ПССNa] = 5 × 10–3 моль/л)
была одинаковой и равной 6.0 × 10–4 моль/л.

Комплексы модифицированных ХТЗ с ДНК го-
товили в 0.01 М растворах буферов TRIS, HEPES 
и MES при рН 9.0, 7.4 и 5.5 при разных мольных со-
отношениях компонентов, выраженных как [N] : [P], 
где [N] — концентрация аминогрупп мХТЗ, [P] — 
концентрация фосфатных групп ДНК.

ИК-спектры образцов исходного ХТЗ и мХТЗ 
регистрировали на приборе “Perkin Elmer Spectrum 
Оne” (США), оснащенном универсальной при-
ставкой ATR с  однократным отражением от по-
верхности кристалла Diamant Zn–Se.

Cпектры ЯМР растворов исходного ХТЗ и мХТЗ 
в  дейтерированной соляной кислоте и  D2O со-
ответственно регистрировали на спектрометре 

“VNMR400” (“Varian”, США) с рабочей частотой 
400 МГц на ядрах 1Н и 100 МГц на ядрах 13С. Хими-
ческие сдвиги измеряли относительно остаточных 
протонов растворителя.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Для решения задачи получения растворимых 
производных хитозана с сохранением его первич-
ных аминогрупп был выбран 2-стадийный спо-
соб модификации (рис. 1), предусматривающий 
предварительную защиту аминогрупп на 1 ста-
дии, взаимодействие ГТМАХ с гидроксильными 
группами полисахарида на второй и последующее 
снятие защиты с аминогруппы [11]. В метод были 
внесены существенные изменения, касающиеся 
стадий кватернизации и  очистки продуктов мо-
дификации, позволившие значительно повысить 
эффективность процесса. Для защиты аминогруп-
пы использовали ДДС как реагент, обеспечиваю-
щий наиболее простой способ проведения защиты 
аминогрупп путем получения комплекса ДДС/ХТЗ, 
а также ее снятия разрушением комплекса. Получе-
ние комплекса ДДС/ХТЗ проводили в ДМСО при 
различных соотношениях компонентов. В табл. 1 
приведены данные о  влиянии состава исходной 
смеси на соотношение сульфо- и  аминогрупп 
в комплексе, определенное по данным протонного 
магнитного резонанса (ПМР) как отношение инте-
гральных интенсивностей сигналов с химическими 
сдвигами при 0.85 и 2.85 ррm, относящихся к груп-
пам СН3 ДДС и группам Н2 ХТЗ соответственно.

Согласно полученным результатам для полного 
экранирования первичных аминогрупп ХТЗ необ-
ходим двойной избыток ДДС, что совпадает с дан-
ными, полученными ранее в работах [11, 18].

На второй стадии проводили реакцию по-
лученных прекурсоров  — комплексов ДДС/
ХТЗ с  ГТМАХ. Продукты реакции выделяли, 

Рис. 1. Схема двухстадийного синтеза мХТЗ.
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Рис. 2. Оптическая плотность при 450 нм водных рас-
творов образцов N-мХТЗ (1), мХТЗ-1 (2), мХТЗ-3 (3) 
в средах с различными значениями рН.

Рис. 3. ИК-Фурье-спектры образцов ХТЗ (1), N-мХТЗ (2), мХТЗ-1 (3).

удаляли защиту с аминогрупп, растворяя получен-
ные продукты в 1н NaOH с последующим перео-
саждением полученного раствора этанолом, проце-
дуру повторяли несколько раз. Для полного удале-
ния ДДС требовалось проведение дополнительной 
очистки продукта диализом. Следует отметить, что 
предложенный в работах [11, 18] способ выделения 
и очистки продукта с использованием только диа-
лиза против 15%-ного раствора TRIS не позволял 
полностью удалить защиту с аминогрупп.

Растворимость образцов модифицированно-
го ХТЗ определяли методом турбидиметрического 
титрования. Согласно данным, приведенным на 

рис. 2, образец мХТЗ-3, полученный с полной за-
щитой аминогрупп, при соотношении [SO3]/[NH2], 
равном 2 : 1, ограниченно растворялся в водных 
средах, тогда как образец с  частичной защитой 
аминогруппы мХТЗ-1 обладал растворимостью со-
поставимой с растворимостью N-модифицирован-
ных продуктов. Это позволило предположить, что 
в этом случае реакция с ГТМАХ протекала также 
и по аминогруппам.

Структуру полученных продуктов анализирова-
ли спектральными методами. На рис. 3 приведены 
ИК-спектры исходного ХТЗ и продуктов его моди-
фикации, полученных прямой реакцией по ами-
ногруппе и двухстадийным способом с частичной 
и полной защитой аминогрупп. О наличии четвер-
тичной аминогруппы в продуктах модификации 
свидетельствовало появление интенсивной полосы 
при 1477 см-1, относящейся к метильным группам 
при четвертичном атоме азота [16, 19–21]. Основ-
ное различие между спектрами производных ХТЗ, 
полученных разными способами, заключалось 
в интенсивности полосы 1590 см-1, относящейся 
к  первичной аминогруппе. В  табл.  2 приведены 
данные об относительных интенсивностях харак-
теристических полос в ИК-спектрах всех исследу-
емых образцов, определенные с использованием 

Таблица 1. Состав реакционной смеси и прекурсоров 
ДДС/ХТЗ

Образец
[SO3] : [NH2]

в реакционной смеси в прекурсоре
мХТЗ-1 1 : 1 1 : 1.6
мХТЗ-2 3 : 2 1 : 1.1
мХТЗ-3 2 : 1 1 : 1
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в качестве внутреннего стандарта полосы 1415 см-1. 
Там же приведены значения степеней модифика-
ции продуктов, определенные по данным ПМР, 
и значения содержания аминогрупп, рассчитанные 
по данным потенциометрического титрования.

Интенсивность полосы 1580  см-1 первичных 
аминогрупп в спектрах исходного ХТЗ и мХТЗ-3 
была практически одинаковой, что подтверждало 
эффективность защиты аминогрупп выбранным 
способом. В спектре N-замещенных производных, 
полученных одностадийной реакцией, этой поло-
сы нет. В то же время в спектре продуктов, полу-
ченных при частичном экранировании первичных 
аминогрупп мХТЗ-1, эта полоса присутствовала, 
и  ее интенсивность была пропорциональна сте-
пени замещения первичных аминогрупп. Данные 
хорошо согласуются с результатами определения 
количества первичных аминогрупп методом потен-
циометрического титрования, представленными на 
рис. 4. Значения степени кватернизации, рассчи-
танные из данных потенциометрии, для продук-
тов, полученных одностадийным и двухстадийным 
синтезом при полном экранировании аминогруп-
пы, составили 99.5 и 40% соответственно. Высоких 

степеней замещения удалось достичь за счет дроб-
ного внесения ГТМАХ в реакционную среду, что 
позволило сократить его потери из-за частичного 
разрушения эпоксидных циклов в условиях реак-
ции. Однако данные ИК-спектроскопии не по-
зволяют однозначно определить положение ква-
тернизованного фрагмента, поэтому структуру 
продуктов модификации, полученных разными 
способами, исследовали методом спектроскопии 
ЯМР.

На рис. 5 приведены спектры ЯМР 13С модифи-
цированных продуктов, полученных одностадий-
ным способом и при различных степенях защиты 
первичной аминогруппы, а  в  табл.  3  — положе-
ние сигналов углерода, при отнесении которых 
пользовались литературными данными [22, 23]. 
В спектрах всех образцов присутствовали сигналы 
с химическим сдвигом 54.6 ррm, соответствующие 
углероду метильной группы при атоме азота. Вме-
сте с тем сигналы αСН2, 2СН, 6СН2 различались по 
положению в спектрах образцов N-мХТЗ и О-за-
мещенных продуктов с полной защитой NН2-групп 
мХТЗ-3. В спектрах продуктов с частичной защи-
той аминогруппы мХТЗ-1 присутствовали сигналы 
двух типов, что подтверждало протекание реакции 
как по гидроксильной, так и по аминогруппе.

Таким образом, частичная защита аминогруп-
пы до реакции с ГТМАХ приводила к получению 
продуктов с высокими степенями модификации, 
содержащих при этом первичные аминогруппы. 
Очевидно, что именно кватернизация части ами-
ногрупп позволила получить продукты, обладаю-
щие растворимостью во всем диапазоне рН.

Смешанный тип замещения не только обеспе-
чивал растворимость при разных рН, но и приво-
дил к получению поликатионов, несущих на це-
пях три типа аминогрупп: первичные, вторичные 
и  четвертичные, наличие которых могло суще-
ственно влиять на характер образования и свой-
ства их комплексов с отрицательно заряженными 
соединениями. Исследование поведения моди-
фицированных продуктов в реакциях комплексо-
образования проводили на примере модельного 
полианиона — ПССNa, являющегося сильным по-
лиэлектролитом, заряд которого не зависит от pH 

Рис. 4. Кривые потенциометрического титрования 
образцов N-мХТЗ (1), мХТЗ-1 (2), мХТЗ-3 (3), исход-
ный ХТЗ (4).

Таблица 2. Относительные интенсивности характеристических полос в ИК-спектрах образцов ХТЗ и мХТЗ, 
значения степеней кватернизации и содержания NH2-групп

Образец Аотн 1580 см-1 
NH2

Аотн 1477 см-1 
N(CH3)3

Степень кватернизации,  
% масс.*

Содержание NH2, 
% масс.**

Хитозан 1.3 0 0 90

N-мХТЗ 0 1.27 99.5 0

мХТЗ-3 1.3 1.05 40.5 88

мХТЗ-1 1.04 1.24 90 54

*По данным ЯМР1Н; **по данным потенциометрического титрования.
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Рис. 5. Спектры ЯМР 13С модифицированных продуктов N-мХТЗ (а), мХТЗ-1 (б) и мХТЗ-3 (в) в D2O.
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среды, что значительно упростило интерпретацию 
полученных результатов. Готовили комплексы раз-
ного состава в средах с разными значениями pH 
(9.0, 7.4, 5.5) и измеряли x-потенциал полученных 
частиц. Концентрация [–SO3

–] групп в полианио-
не была постоянной и составляла 6 × 10–4 моль/л; 
измерения проводили при 25 C. Выбор сред для ис-
следования был обусловлен практическими сооб-
ражениями. Для возможного применения систем 
на основе этих поликатионов в медицине важны 
среды с pH 7.4, отвечающие физиологическим ус-
ловиям, и слабокислые среды с pH 5.5, характер-
ным для некоторых клеточных органелл, напри-
мер лизосом, а также для патологических клеток. 
Щелочные среды с pH 9.0 выбраны для выявления 
вклада четвертичных аминогрупп модифициро-
ванных ХТЗ, поскольку при таких значениях рН 
именно они определяют заряд поликатиона. В ней-
тральных и слабокислых средах заряжаются как 
первичные, так и вторичные аминогруппы, внося 
свой вклад в процесс образования комплексов.

Составы комплексов модифицированных ХТЗ 
и ПССNa, отвечающих точке нейтрализации, то 
есть равному количеству положительных и отри-
цательных зарядов в  комплексах, представлены 
в табл. 4. При титровании поликатионов в слабо-
щелочных средах, где заряжены только их четвер-
тичные аминогруппы, для достижения точки эк-
вивалентности как для N-мХТЗ, так и для мХТЗ-1 
необходимо добавить эквивалентное количество 
групп –SO3

–. При переходе в  нейтральные сре-
ды для нейтрализации поликатионов требуется 

избыточное количество полианиона: для N-мХ-
ТЗ, в  молекулах которого присутствуют вторич-
ные аминогруппы, необходимо добавить избыток 
в 0.17 моля, а для мХТЗ-1, который содержит и вто-
ричные и первичные аминогруппы, необходим из-
быток в 0.6 моля. Еще значительнее эта разница 
становится в кислых средах, где степень ионизации 
первичных аминогрупп возрастает.

Полученные результаты показали зависимость 
состава комплексов, соответствующих точке ней-
трализации, от рН среды и хорошо согласовыва-
лись с содержанием первичных аминогрупп, опре-
деленным по результатам потенциометрического 
титрования (табл. 2).

Как уже упоминалось выше, одним из возмож-
ных применений модифицированных ХТЗ явля-
ется создание на их основе систем трансфекции — 
полиплексов, при этом ключевым параметром для 
достижения эффективности действия являются 
размеры полиплексов. Влияние структуры полика-
тионов на образование и свойства их комплексов 
с ДНК изучали на примере ДНК тимуса теленка. 
Были приготовлены растворы комплексов с  об-
разцами N-мХТЗ и мХТЗ-1 в фосфатном буфере 
и  методом динамического светорассеяния опре-
делены их размеры. На рис. 6 приведены размеры 
комплексов, полученных при разном мольном со-
отношении компонентов. Как видно из рис. 6, раз-
меры комплексов с образцом мХТЗ-1 были меньше, 
чем с N-мХТЗ при всех соотношениях компонен-
тов. Поскольку содержание четвертичных амино-
групп в образцах имеет близкие значения, можно 

Таблица 3. Положение сигналов углерода в спектрах ЯМР 13С модифицированных продуктов

Образец
Группа/положение сигнала, ррm

αСН2 2 СН 6 СН2 СН3(N)
N-мХТЗ 52.3 62.9 61.7 54.6
мХТЗ-3 74.6 58.2 72.4 56.7
мХТЗ-1 52.2 и 75.3 57.1 и 62.9 60.9 и 69.6 54.6

Рис.  6. Размеры частиц полиплексов, полученных 
при разном соотношении компонентов мХТЗ/ДНК 
(фосфатный буфер, рН 7.4): 1 — N-мХТЗ; 2 — мХТЗ-1.

Рис. 7. Размеры частиц полиплексов состава мХТЗ/
ДНК = 8 : 1 в растворах фосфатного буфера с рН 7.4 
при различной концентрации соли NaCl: 1 — N-мХ-
ТЗ/ДНК, 2 — мХТЗ-1/ДНК.
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предположить, что уменьшение размеров обуслов-
лено вкладом первичных аминогрупп в связывание 
и, вероятно, более компактной конформацией ма-
кромолекул мХТЗ-1.

Стабильность полиплексов в физиологических 
условиях является параметром, определяющим 
возможность их практического использования. 
Была исследована стабильность комплексов мХ-
ТЗ-ДНК в фосфатном буфере. На рис. 7 приведе-
ны размеры комплексов, определенные при раз-
личных концентрациях соли в буферном раство-
ре. Увеличение концентрации соли до ее значений 
в физиологических условиях (0.14 М) не приводи-
ло к увеличению размеров частиц или появлению 
мультимодальности, то есть к разрушению поли-
плексов. Более того, размеры комплексов прак-
тически не изменялись и при высоких концентра-
циях соли  — вплоть до 0.8 моль/л. Полученные 
данные позволяют сделать вывод, что полиплек-
сы обладают стабильностью в условиях близких 
к физиологическим.

***

Таким образом, разработан метод получения 
производных ХТЗ, содержащих три типа амино-
групп (первичные, вторичные и  четвертичные) 
и обладающих растворимостью во всем диапазо-
не рН. Структура полученных продуктов изучена 
спектральными методами. Показано, что для по-
лучения растворимых продуктов необходимо на-
личие ∼50% кватернизованных аминогрупп. Раз-
ница в рН-чувствительности N- и N-, O-модифи-
цированных продуктов выявлена на примере их 
комплексов с модельным полианионом — ППСNa. 
Продемонстрирована возможность получения на 
основе мХТЗ комплексов с ДНК — полиплексов, 
обладающих стабильностью в условиях близким 
к физиологическим. Показано, что наличие пер-
вичных аминогрупп на цепях поликатионов при-
водит к уменьшению размеров полиплексов. Полу-
ченные результаты могут составить основу для раз-
работки систем доставки лекарственных средств 
и генетического материала.
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Functional Derivatives of Chitosan, Soluble in Neutral Medium as Drugs  
and Genetic Material Carrier: Preparation and Properties

M. Yu. Gorshkovaа, *, E. S. Gigoryanа, and I. F. Volkovaа

A. V. Topchiev Institute of Petrochemical Synthesis RAS, Moscow, 119991 Russia
*e-mail: mgor@ps.ac.ru

Method of chitosan modification, providing controlled addition of the quaternized block has been 
proposed. The structure of the products obtained were studied by FT-IR and NMR spectroscopy; their 
solubility and acid-base properties was characterized by turbodimetry and potentiometry, respectively. 
Presence about 50% of quaternized amino groups was shown to be necessary to obtain soluble products. 
The difference in pH-sensitivity of modified derivatives with different types of quaternized block 
attachment was revealed by studying their interaction with a model polystyrene sulfonate anion. The 
possibility of preparing complexes based on the obtained derivatives with DNA — polyplexes, stable 
under conditions close to physiological ones has been demonstrated. It was shown the presence of 
primary amino groups on the polycation chains leads to a decrease in the polyplexe size. The data 
obtained can form the basis for development of drug and genetic material delivery system.

The 2-stage method of chitosan modification providing controlled addition of the quaternized 
block has been proposed. The structure of the products obtained were studied by FT-IR and NMR 
spectroscopy; their solubility and acid-base properties was characterized by turbodimetry and 
potentiometry, respectively. The presence about 50% of quaternized amino groups was shown to be 
necessary to obtain soluble products. The difference in pH-sensitivity of modified derivatives with 
different types of quaternized block attachment was revealed by studying their interaction with a model 
polystyrene sulfonate anion. The possibility of preparing complexes based on the obtained derivatives 
with DNA, polyplexes stable under conditions close to physiological ones has been demonstrated. It 
is shown that the presence of primary amino groups on the polycation chains leads to a decrease in 
the polyplexe size. The data obtained can form the basis for development of drug and genetic material 
delivery systems.

Keywords: chitosan, soluble chitosan derivatives, quartenized chitosan derivatives, drug delivery systems, poly-
plexes, transfection
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Важным направлением современной биомеди-
цины является разработка новых подходов к соз-
данию материалов на основе биосовместимых по-
лимерных матриц для восстановления кожных по-
кровов и исследование их свойств. Биополимерные 
конструкции могут служить резорбируемой осно-
вой биомедицинских изделий, предназначенных 
для замещения поврежденной ткани, или выпол-
нять роль раневых покрытий. Основное требова-
ние, предъявляемое к материалам для регенерации 
тканей, заключается в  обеспечении протекания 
репарационных процессов не только на поверхно-
сти, но и во всем объеме восстанавливаемого участ-
ка ткани, что достигается при наличии в структуре 
материала системы связанных, сообщающихся пор, 
в которых происходит инфильтрация клеток орга-
низма, их рост, подвод питательных веществ и кис-
лорода, а также отвод продуктов жизнедеятельности. 
В поры могут вводиться факторы роста, клеточные 
культуры, биологически активные или лекарствен-
ные препараты, которые обеспечивают контроль 
воспалительных процессов и способствуют более 
активной регенерации ткани [1–3].

Достаточно часто в  качестве полимерных ма-
триц медицинского назначения используют орга-
нические аэрогели (АГ) — наноструктурные высо-
копористые материалы, обладающие чрезвычайно 
низкой плотностью, большой удельной поверхно-
стью и высокой пористостью. При этом для их по-
лучения предпочтительнее использовать биополи-
меры, обладающие собственной физиологической 
активностью, поскольку в этом случае биологиче-
ское действие (бактериостатическое, противови-
русное, антикоагуляционное и др.) полимерной 
матрицы проявляется даже без введения в струк-
туру дополнительных активных веществ [4,  5]. 
Наиболее перспективными компонентами для 
создания биоактивных аэрогельных композиций 
являются полиэлектролитные комплексы (ПЭК) 
альгината натрия (АЛГ) и  хитозана (ХТЗ) [6–8]. 
Оба полисахарида АЛГ и ХТЗ активно используют 
как биосовместимые, биорезорбируемые и  био-
адгезивные соединения в медицинских и фарма-
цевтических целях, в том числе в качестве карка-
сов для тканевой инженерии, раневых покрытий, 
гемостатических агентов с  антитромбогенными 

DOI: 10.31857/S0555109924020038  EDN: GAZTPG

На основе полиэлектролитного комплекса альгинат натрия–хитозан с включением микрочастиц кар-
боната кальция синтезированы аэрогельные композиты. Показано, что текстурные характеристики 
материалов не зависели от морфологии частиц карбоната кальция: площадь удельной поверхности 
аэрогелей составляла 380–400 м2/г. Развитая пористая структура композитов наряду с полиэлектро-
литной природой определяла их высокое влагопоглощение — до 110 г/г. Для придания антимикробных 
свойств материалы импрегнировали атранорином, выделенным из лишайника Hypogymnia physodes, 
обладающим выраженным ингибирующим действием относительно бактерии Proteus mirabilis, являю-
щейся основным возбудителем раневых инфекций. Минимальная подавляющая концентрация атра-
норина составляла 1 мг/мл. Высвобождение основного количества атранорина (до 50%), включенного 
в матрицу аэрогельного материала, происходило в течение 4 ч.

Ключевые слова: хитозан, альгинат, аэрогель, карбонат кальция, раневое покрытие, лишайник 
Hypogymnia physodes, атранорин, сверхкритическая сушка, доставка лекарств, антибактериальная 
активность
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свойствами и  стимуляторов иммунной систе-
мы против вирусных и бактериальных инфекций 
[9, 10]. Следует отметить, что однокомпонентные 
материалы на основе АЛГ или ХТЗ значительно 
уступают материалам на основе ПЭк АЛГ-ХТЗ 
в связи с неконтролируемым распадом полимер-
ной матрицы во влажной среде даже при нейтраль-
ном pH [11, 12], в то время как совместное приме-
нение АЛГ и ХТЗ в виде ПЭк обеспечивает фор-
моустойчивость материалов во влажном состоянии 
и дает синергетический эффект. Терапевтический 
результат двухкомпонентной системы в несколько 
раз выше суммарного воздействия тех же компо-
нентов, работающих по отдельности [13].

Одним из основных направлений исследования 
при создании аэрогельных материалов является 
изучение возможности управления текстурными 
характеристиками материала. В частности, инте-
рес вызывает использование в  качестве порооб-
разующих агентов специальных неорганических 
шаблонов или темплатов — инертных частиц, не 
растворимых в полимерной смеси, вокруг которых 
формируется полимерная матрица. Последующее 
удаление этих частиц из структуры полимерного 
материала приводит к появлению на их месте пу-
стот, то есть пор [14]. Среди используемых в ме-
дицине неорганических частиц благодаря своей 
биоразлагаемости, биоинертности, биосовмести-
мости, доступности и низкой стоимости наиболее 
часто используют карбонат кальция СаСО3 [15]. 
Известно, что СаСО3 существует в трех полиморф-
ных модификациях (ватерит, кальцит и арагонит), 
различающихся между собой кристаллической 
структурой и свойствами. При этом наибольший 
интерес среди них представляют частицы ватерита, 
поскольку только они способны иметь сфериче-
скую форму, развитую поверхность и высокую по-
ристость. Именно такие объекты удобно исполь-
зовать в качестве темплата при создании высоко-
пористых биополимерных композитов [16]. кроме 
того, частицы СаСО3 могут служить источником 
ионов Ca2+, которые в составе лечебных покрытий 
обладают выраженными гемостатическими свой-
ствами [17]. Микрочастицы CaCO3 обычно полу-
чают в ходе массовой кристаллизации из растворов. 
В зависимости от задач исследования в процессе 
синтеза за счет управления механизмом роста кри-
сталлов можно регулировать физико-химические 
свойства частиц CaCO3, которые в дальнейшем бу-
дут определять свойства полимерных материалов.

Большинство работ [18–20], посвященных соз-
данию материалов, содержащих в качестве темпла-
та CaCO3, направлено на формирование полиэлек-
тролитных оболочек и капсул методом послойной 
адсорбции полиэлектролитов. Лишь в отдельных 
исследованиях отмечено использование CaCO3 для 
создания гидрогелей и макропористых скаффолдов 
на основе АЛГ или ХТЗ [1, 21, 22]. Оценка влияния 

формы частиц на пористую структуру композици-
онных аэрогелей (КАГ) на основе ПЭк АЛГ-ХТЗ, 
содержащих микрочастицы CaCO3, до настоящего 
времени не проводилось. В связи с этим актуаль-
но исследование закономерностей формирования 
частиц CaCO3 в процессе кристаллизации и изуче-
ние влияния их структуры на текстурные характе-
ристики аэрогельных материалов.

Цель настоящей работы — получение компози-
ционного аэрогельного материала на основе ПЭк 
АЛГ-ХТЗ и СаСО3, оценка его физико-химических 
свойств и возможности использования в биомеди-
цинских целях.

МЕТОДИкА

В работе использовали альгинат натрия (АЛГ) 
(“Sigma-Aldrich”, СшА) с молекулярной массой 
(ММ) 100 кДа и хитозан (ХТЗ) с ММ 200 кДа, сте-
пенью деацетилирования (СД) 0.89 (ООО “Биопро-
гресс”, Россия). ММ биополимеров определены 
методом капиллярной вискозиметрии с расчетом 
по уравнениям Марка–куна–Хаувинка для ХТЗ 
[23] и АЛГ [24]. СД определена методом кондук-
тометрического титрования [25]. ПЭк в виде ги-
дрогелей получали смешиванием водного раствора 
АЛГ и уксуснокислого раствора ХТЗ с концентра-
цией 0.25% при эквимолярном соотношении ком-
понентов. Расчет степени связывания полиэлек-
тролитов в комплекс и мольного состава реакци-
онной смеси проводили, как описано в работе [7]. 
Для получения кАГ на стадии формирования ком-
плекса вводили микрочастицы карбоната кальция 
в количестве 10% от массы ПЭк.

Частицы СaCO3 получали смешиванием эк-
вивалентных по объему 0.33 М водных раство-
ров Na2CO3 и CaCl2 при непрерывном перемеши-
вании в течение 60 с со скоростью 400–800 об./
мин, после чего суспензию оставляли на 5–7 мин 
до полной кристаллизации. Полученные частицы 
CaCO3 трижды промывали деионизованной водой 
и  ацетоном от не вступивших в  реакцию ионов, 
после чего сушили в течение 1 ч при 60 C. Изобра-
жения частиц получали с помощью лабораторно-
го микроскопа “AxioScope A1” (“Zeiss”, Германия) 
в комплекте с цифровой фотокамерой “Canon G10” 
(“Canon Inc.”, Япония). Размер частиц определяли, 
используя лицензионную программу “AxioVision 
LE Release 4.8.1”.

Для получения АГ без введения СaCO3 и кАГ, 
содержащих СaCO3, синтезированный при разной 
скорости перемешивания Na2CO3 и  CaCl2, вод-
ную фазу в  структуре гидрогеля замещали аце-
тоном (99.5%, “ч. д. а.”), затем образцы сушили 
в токе сверхкритического СО2 при скорости потока 
1 мл/мин, температуре 40 C и давлении 10 МПа на 
установке MV-10ASFE (“Waters”, СшА). Парамет-
ры пористой структуры материалов получены 
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методом низкотемпературной адсорбции азота  
(77.4 к) на анализаторе удельной поверхности 
ASAP 2020 MP (“Micromeritics”, СшА). Влагопо-
глощение материалов (q, г/г) изучали гравиметри-
ческим методом в забуференном фосфатом физи-
ологическом растворе при температуре 37 C [26].

Атранорин (АТ) выделяли из лишайников вида 
Hypogymnia physodes методом сверхкритической 
флюидной экстракции на установке MV-10ASFE 
(“Waters”, СшА). Измельченные талломы лишай-
ника (~1.0 г) обрабатывали сверхкритическим СО2 
при скорости потока 2 мл/мин с добавлением в ка-
честве сорастворителя этанола (2.5 г/мин), темпе-
ратуре 85 C и давлении 15 МПа в течение 80 мин.

количество АТ в экстрактах определяли мето-
дом ВЭЖХ с  использованием жидкостного хро-
матографа LCMS-2020 (“Shimadzu”, Япония) при 
спектрофотометрическом детектировании. Ус-
ловия хроматографирования: подвижная фаза — 
0.5%-ный водный раствор муравьиной кислоты: 
ацетонитрил (30 : 70); колонка RestekUltra C18 
3.0 × 100 мм, зерно 3 мкм, скорость потока под-
вижной фазы 0.5 мл/мин, объем вводимой пробы 
5  мкл. Для калибровки в  качестве стандартного 
образца использовали АТ (“Sigma-Aldrich”, СшА). 
Введение АТ в матрицу кАГ проводили путем по-
гружения материала в 40%-ный водно-спиртовой 
раствор АТ с последующим выдерживанием в те-
чение 5 ч при 20 C.

кинетику высвобождения АТ изучали в  забу-
ференном фосфатом физиологическом растворе 
при рН 7.4 и температуре 37 C. количество выс-
вободившегося АТ из материала определяли ме-
тодом ВЭЖХ. Антимикробную активность АТ 
определяли диско-диффузионным методом. В ка-
честве тест-культур использовали штаммы трех 
видов грамотрицательных бактерий Escherichia 
coli ATCC25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 
и Proteus mirabilis ATCC3177. В качестве контроля 
использовались посевы, содержащие только 40%-
ный этиловый спирт и чистые тест-культуры [27].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

На сегодняшний день существует множество 
подходов к синтезу частиц CaCO3, большая часть 
которых основана на осаждении плохо раствори-
мых кристаллов CaCO3 из реакционной смеси, со-
держащей ионы СO3

2– и Ca2+ [28]. Среди методов, 
в которых не используются экстремальные условия 
и сложное оборудование, широкое распростране-
ние получил метод синтеза CaCO3, заключающий-
ся в непосредственном сливании эквимолярных 
растворов CaCl2 и Na2CO3. В момент смешения со-
лей формируется аморфный CaCO3, который с те-
чением времени агрегирует и формирует поликри-
сталлические сферолиты — микрочастицы ватери-
та [29]. Большое влияние на дисперсность частиц 

CaCO3, их размер и морфологию оказывают усло-
вия проведения процесса: концентрация реагентов, 
температура, интенсивность перемешивания реак-
ционной смеси, его продолжительность.

Наиболее доступным и легко реализуемым спо-
собом управления механизмом роста кристаллов 
в процессе синтеза CaCO3 является изменение ин-
тенсивности перемешивания прекурсоров — солей 
CaCl2 и Na2CO3, поэтому в настоящей работе был 
рассмотрен этот параметр. Скорость перемешивания 
смеси солей CaCl2 и Na2CO3 варьировали от 400 до  
1000 об./мин. С целью определения размера, мор-
фологии и полидисперсности образцов полученные 
частицы CaCO3 были охарактеризованы с помощью 
конфокальной лазерной микроскопии (рис. 1).

как показано на рис. 1, при низкой скорости 
перемешивания 400 об./мин формировались ча-
стицы правильной округлой формы, размером 
2.9–3.3 мкм, при этом визуализировалось значи-
тельное количество агломератов. При скорости 
600 об./мин округлая форма частиц сохранялась, 
однако снижался размер частиц (1.5–2.0 мкм) и ко-
личество их агломератов, частицы были довольно 
монодисперсны. Чем быстрее соли CaCl2 и Na2CO3 
гомогенно распределялись в рабочем объеме, тем 
больше образовывалось центров нуклеации, что 
приводило к увеличению числа растущих микро-
частиц и, следовательно, уменьшению их среднего 
размера. Оба типа полученных частиц CaCO3 пред-
ставляли собой ватерит с мезопористой внутрен-
ней структурой (средний размер пор 20–60  нм). 
Округлая форма частиц была результатом высокой 
скорости столкновения наночастиц CaCO3. При 
высокой скорости перемешивания (800 об./мин) 
образовывалось большое количество кристал-
лов ромбоэдрической и сферолитной формы, при 
этом количество частиц значительно уменьшалась, 
их размер составлял 0.7–1.5 мкм. Дальнейшее уве-
личение скорости перемешивания до 1000 об./мин 
также приводило к снижению количества частиц 
при сохранении их размера 1.5 мкм, форма кри-
сталлов ромбоэдрическая.

С увеличением скорости перемешивания от 400 
до 1000 об./мин размер кристаллов уменьшался 
практически в 2 раза. Высокая скорость перемеши-
вания (800–1000 об./мин) приводила к ориентации 
микрочастиц в потоке, в результате чего сокраща-
лось время контакта кристаллов при столкнове-
ниях, что, по-видимому, снижало вероятность их 
срастания, а также возрастала скорость разруше-
ния кристаллов и непрочных агломератов частиц 
CaCO3 при столкновении друг с другом. Схожие 
результаты были получены в работах [30, 31].

Рассмотренный “механический фактор” имеет 
большое значение для дальнейшей практической 
реализации технологического режима массовой 
кристаллизации CaCO3, поскольку этот параметр 
является одним из немногих, при помощи которого 
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можно легко изменять свойства синтезируемого 
продукта.

С целью получения кАГ на стадии синтеза ПЭк 
АЛГ-ХТЗ осуществляли введение микрочастиц 
СаСО3 в систему. Смешивание АЛГ и ХТЗ приво-
дит к формированию кислой среды реакционной 
смеси. В этих условиях микрочастицы CaCO3 ча-
стично растворяются, что приводило к высвобо-
ждению ионов Ca2+, которые обеспечивали сшив-
ку молекул АЛГ и ХТЗ с образованием хелатных 
комплексов, при этом одновременно происходило 
формирование ПЭк АЛГ-ХТЗ. Эти процессы ха-
рактеризовались снижением межфазного поверх-
ностного натяжения в коллоидной системе, укруп-
нением частиц комплексов и высвобождением зна-
чительной части иммобилизованной в структурной 
сетке дисперсионной среды (синерезис), что при-
водило к увеличению прочности геля вследствие 
образования дополнительных контактов между 
частицами или макромолекулами [14]. При этом 
объем геля уменьшается, однако сохраняется его 
первоначальная форма. Внешне отличий в  про-
цессе формирования гидрогелей с  микрочасти-
цами CaCO3, синтезированными при различной 

скорости перемешивания, не наблюдается; все ги-
дрогели непрозрачные, белого цвета.

Полученные таким образом гидрогели суши-
ли в  среде сверхкритического диоксида углеро-
да с предварительной последовательной заменой 
водной фазы в структуре гидрогеля на органиче-
скую (ацетон). В результате получено четыре об-
разца кАГ с введением микрочастиц CaCO3, син-
тезированных при различной скорости перемеши-
вания: 400, 600, 800 и 1000 об./мин, обозначенных 
как кАГ400, кАГ600, кАГ800, кАГ1000 соответ-
ственно. Следует отметить, что все полученные 
кАГ приняли заданную форму и монолитность.

Текстурные характеристики кАГ, рассчитанные 
из изотерм адсорбции–десорбции азота, представ-
лены в табл. 1. Все образцы характеризовались раз-
витой мезопористой структурой и высокой удель-
ной поверхностью 388–403 м2/г, при этом нет зна-
чительных различий в текстурных характеристиках 
материалов.

Полученные результаты позволили сделать 
вывод, что размер и форма микрочастиц СaCO3 
не оказывали влияния на пористую структуру 

Рис. 1. Влияние скорости перемешивания солей CaCl2 и Na2CO3 на форму и размер частиц СаСО3: а — 400, б — 600, 
в — 800, г — 1000 об./мин.
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полученных кАГ. Микрочастицы СaCO3 высту-
пали в роли темплата и как источник ионов Ca2+, 
участвующих в формировании гидрогеля АЛГ-ХТЗ, 
в отличие от однокомпонентных систем на основе 
АЛГ или ХТЗ, где CaCO3 использовался для созда-
ния матриц (гидрогелей, скаффолдов) с  контро-
лируемыми размерами пор в диапазоне 5–50 мкм, 
соответствующими размеру микрочастиц CaCO3 
[1, 21, 22]. Данный факт подтверждался результа-
тами исследования текстурных характеристик АГ 
без введения микрочастиц СaCO3, средний размер 
пор которого сопоставим с размером пор образцов 
кАГ, а площадь удельной поверхности и общий 
объем пор в 1.5 раза ниже. Можно предположить, 
что пористая структура зависит от прочности кар-
каса гидрогелевой сетки АЛГ-ХТЗ, которая значи-
тельно повышалась при введении CaCO3 в систему, 
что позволяло противостоять усадочным напряже-
ниям материала в процессе сверхкритической суш-
ки и роли CaCO3 как порообразователя.

Таким образом, при разработке технологии 
получения кАГ на стадии синтеза микрочастиц 
CaCO3 можно использовать рассмотренную в на-
стоящей работе легко реализуемую и экологически 
чистую методику при низкой скорости перемеши-
вания прекурсоров, не требующую дорогостоящего 
оборудования и химикатов, что будет способство-
вать удешевлению процесса производства матери-
алов за счет сокращения энергозатрат.

Наиболее важными параметрами при оценке 
материалов, используемых для регенерации тка-
ней и в системах доставки лекарственных средств, 
являются скорость и степень их влагопоглощения. 
Способность кАГ к влагопоглощению изучали ве-
совым методом, в  качестве модельной среды ис-
пользовали забуференный фосфатом физиологиче-
ский раствор с pH 7.4, моделирующий раневую сре-
ду. Ввиду одинаковых текстурных характеристик, 
кривые влагопоглощения всех 4 образцов кАГ 
практически совпадали, поэтому в работе приве-
дены результаты влагопоглощающей способности 
на примере образца кАГ400. Поглощение среды 
кАГ обусловлено простым капиллярным всасыва-
нием и раздвижением элементов структуры вслед-
ствие возникновения расклинивающего давления 
с  последующим заполнением образовавшихся 

промежутков жидкой средой. Представленная на 
рис. 2 кривая влагопоглощения кАГ400 имеет вид, 
характерный для ограниченно набухающих систем, 
и свидетельствует о высокой скорости набухания 
кАГ. Отметим, что максимальное влагопоглоще-
ние достигает 110 г/г, что значительно выше, чем 
у аэрогельных материалов на основе АЛГ или ХТЗ 
(7–80 г/г), и позволяет отнести полученные мате-
риалы к суперадсорбентам [32, 33]. Достоинством 
полученных кАГ является формоустойчивость 
при влагопоглощении в широком диапазоне рН, 
что наряду с развитой пористой структурой и по-
лиэлектролитной природой позволит использо-
вать полученные кАГ в качестве аппликационных 
материалов.

Одной из самых общих и серьезных проблем 
в области разработки материалов биомедицинско-
го назначения является опасность бактериальной 
инфекции. В связи с этим представляет интерес 
изучить возможность усиления бактерицидно-
го действия материалов посредством включения 
в их состав биологически активного соединения 
растительного происхождения, проявляющего ак-
тивность в отношении штаммов микроорганизмов, 
устойчивых к некоторым антибиотикам и синтети-
ческим лекарственным препаратам. В качестве ак-
тивного вещества в работе использовали атранорин 

Рис.  2. кинетика поглощения дистиллированной 
воды композиционным аэрогелем на основе ПЭк 
АЛГ-ХТЗ с  включением микрочастиц CaCO3, син-
тезированных при скорости перемешивания солей 
CaCl2 и Na2CO3 400 об./мин.

Таблица 1. Текстурные характеристики композиционных аэрогелей

Образец
Sуд, м2/г Vпор, см3/г

dср пор, нм
общая мезопор общий мезопор микропор

кАГ400 388 ± 19 352 ± 17 1.90 ± 0.09 1.74 ± 0.08 0.12 ± 0.01 24.6 ± 2.0
кАГ600 400 ± 20 323 ± 16 1.93 ± 0.09 1.83 ± 0.09 0.14 ± 0.01 21.3 ± 2.1
кАГ800 403 ± 20 367 ± 18 1.82 ± 0.08 1.65 ± 0.08 0.13 ± 0.01 22.5 ± 2.5
кАГ1000 392 ± 20 357 ± 17 1.76 ± 0.08 1.71 ± 0.08 0.12 ± 0.01 19.5 ± 2.3

AГ 260 ± 13 249 ± 11 1.06 ± 0.12 1.24 ± 0.12 0.10 ± 0.01 20.2 ± 1.9
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(АТ) — один из наиболее распространенных вто-
ричных лишайниковых метаболитов, обладающий 
обезболивающим, противовоспалительным и ан-
тимикробным действием [34]. Поскольку предпо-
лагаемая область применения разрабатываемого 
материала — лечение ран, одной из задач иссле-
дования было определение антимикробной актив-
ности АТ по отношению к возбудителям раневых 
инфекций. В качестве тест-штаммов для определе-
ния антимикробной активности использовали три 
грамотрицательные бактерии E. coli, P. aeruginosa 
и P. mirabilis, которые считаются основными воз-
будителями раневых инфекций и характеризуются 
постоянно растущей устойчивостью к противоми-
кробным препаратам. Результаты исследования 
антибактериальной активности АТ, выделенного 
из лишайника Hypogymnia physodes, представлены 
в табл. 2. При интерпретации результатов условно 
приняли, что диаметр задержки роста микроорга-
низма свыше 15 мм соответствует высокой актив-
ности, 10–15 мм — средней активность, 6–10 мм — 
низкой активности АТ.

Высокую антибактериальную активность АТ 
проявлял в отношении P. mirabilis, зона подавле-
ния роста микроорганизмов для которой достигала 
20–28 мм. Минимальная ингибирующая концен-
трация АТ составляла 1.0 мг/мл, при этом выше 
данного значения для всех исследуемых культур 

микроорганизмов не наблюдалось зависимости 
антибактериальной активности от концентрации 
АТ. Средняя активность АТ наблюдалась по от-
ношению к  тест-культуре E. coli (12–14  мм), на 
рост P. aeruginosa АТ не оказывает никакого вли-
яния. В качестве контроля был проведен анализ 
антибактериальной активности бумажных дисков, 
пропитанных 40%-ным раствором этанола без АТ, 
который не показал никакого антибактериального 
эффекта относительно исследуемых тест-культур, 
что вероятно обусловлено низким содержанием 
этилового спирта (40%), его диффузией и дальней-
шим испарением при инкубации бумажных дисков 
с бактериальной культурой. Результаты исследова-
ния антимикробной активности АТ подтвердили 
перспективность его использования в качестве эф-
фективного антимикробного компонента в составе 
раневого покрытия.

Введение АТ в  матрицу кАГ400 проводили 
в  статических условиях путем погружения мате-
риала в 40%-ный водно-этанольный раствор АТ 
с последующим выдерживанием в течение 5 ч при 
20 C. Содержание АТ в матрице материала состави-
ло 5 мг/г. как показано на рис. 3, высвобождение 
основного количества включенного АТ из матрицы 
аэрогельного материала происходило в течение 4 ч. 
Максимальное высвобождение АТ составляло 50% 
от общего количества АТ, загруженного в матрицу 
материала, что обусловлено особенностями пори-
стой структуры кАГ400 и высокой способностью 
к влагопоглощению.

***

Таким образом, предложен способ получе-
ния композиционных аэрогелей на основе ПЭк 
АЛГ-ХТЗ с включением микрочастиц CaCO3 и по-
следующей сверхкритической сушкой. Изучено 
влияние условий синтеза микрочастиц CaCO3 на 
их морфологию. Установлено, что текстурные ха-
рактеристики материалов не зависят от формы 
микрочастиц CaCO3, которые выступают в каче-
стве источника ионов Ca2+, упрочняющих каркас 
гидрогеля, что позволяет противостоять усадочным 
напряжениям материала в процессе сушки и поро-
образователя. Все образцы характеризовались раз-
витой мезопористой структурой и высокой удель-
ной поверхностью 388–403 м2/г. Развитая пористая 
структура композиционных аэрогелей определи-
ла их высокую влагопоглощающую способность 
(до 110 г/г) и обеспечила медленное высвобожде-
ние антимикробного компонента (атранорина) 
в  течение 4 ч. Совокупность полученных экспе-
риментальных данных позволяет рекомендовать 
полученные композиционнные аэрогели для даль-
нейшего изучения в качестве аппликационного ма-
териала, в том числе основы для создания высоко-
эффективных раневых покрытий.

Рис. 3. Высвобождение АТ из композиционного аэро-
геля на основе ПЭк АЛГ-ХТЗ с включением микроча-
стиц CaCO3, синтезированных при скорости переме-
шивания солей CaCl2 и Na2CO3 400 об./мин.

Таблица 2. Антимикробная активность АТ

концентрация 
АТ, мг/мл

Зоны подавления роста, мм

E. coli P. aeruginosa P. mirabilis
0.1 0 0 0
0.5 0 0 0
1.0 14 ± 0.1 0 24 ± 0.1
4.0 12 ± 0.1 0 20 ± 0.1
5.0 12 ± 0.1 0 28 ± 0.1
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Preparation of Antibacterial Composite Aerogel for Biomedical Purposes Based  
on Alginate-Chitosan Complex and Calcium Carbonate

N. A. Gorshkovaa, *, O. S. Brovkoa, I. A. Palamarchuka, A. D. Ivahnova, b,  
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Arkhangelsk, 163020 Russia
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Aerogel composites were synthesized on the basis of the sodium alginate-chitosan interpolymer complex 
with the inclusion of calcium carbonate microparticles and supercritical drying. It is shown that the 
textural characteristics of materials do not depend on the morphology of calcium carbonate particles: the 
specific surface area of aerogels is almost the same for all materials and amounts to 380–400 m2/g. The 
developed porous structure of composites along with the polyelectrolyte nature determines their high 
water absorption — up to 110 g/g. To impart antimicrobial properties, the materials were impregnated 
with atranorin isolated from the lichen Hypogymnia physodes, which has a pronounced inhibitory effect 
on the bacterium Proteus mirabilis, which is the main causative agent of wound infections. The minimum 
suppressive concentration of atranorine is 1 mg/ml. The release of the main amount of atranorine 
aerosol material included in the matrix occurs within 4 hours and amounts to 50%.

Keywords: chitosan, alginate, aerogel, wound coating, lichen, chitosan, Hypogymnia physodes, atranorine, drug 
delivery, antibacterial activity
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Разработка новых биоматериалов является при-
оритетным направлением одновременно для мно-
гих отраслей науки, что связано с возможностями 
применения таких материалов в разных областях 
в  качестве раневых покрытий, биоразлагаемых 
упаковочных материалов, систем доставки лекар-
ственных средств, биополимерных матриц для вы-
ращивания живых тканей и органов.

В последнее время популярность набирают ма-
териалы, изготовленные из комплексов хитоза-
на с другими биополимерами: белками (фиброин, 
коллаген), пигментами (меланин) и др. Такие ком-
плексы могут обладать новыми полезными свой-
ствами [1].

Например, меланин может придавать пленкам 
из хитозана следующие свойства: защита от ультра-
фиолетовых лучей, антиоксидантные свойства, за-
щита от вредных воздействий окружающей среды 
и радиации. Материалы на основе меланина спо-
собны регулировать температуру тела [2].

Сегодня широкое развитие получила технология 
переработки органических отходов с помощью ли-
чинок насекомого Hermetia illucens (черная львин-
ка). В результате биоконверсии получают кормовой 
белок, энтожир и  зоогумус. Важным преимуще-
ством этого насекомого является его доступность 

для переработки на всех стадиях онтогенеза. На-
пример, на более ранних стадиях (личинки) можно 
получать хитин и хитозан, а хитин- и хитозан-ме-
ланиновые комплексы — на более поздних стадиях 
(куколки, имаго) [3]. Важно отметить, что в конце 
жизненного цикла остается подмор H.illucens — от-
ход при воспроизводстве личинок из маточного 
поголовья, который является уникальным источ-
ником для получения ковалентно связанного хи-
тозан-меланинового комплекса с  содержанием 
меланина около 14%. При проведении реакции 
деацетилирования содержание меланина в  хито-
зан-меланиновом комплексе не снижается, что 
служит основным отличием черной львинки от хи-
тозана других насекомых (например, пчел, воско-
вой моли) [4, 5].

Электроформование известно как эффектив-
ный метод изготовления волокон субмикронного 
размера. Различные гибкоцепные полимеры были 
успешно переработаны в  ультратонкие волокна 
толщиной до нескольких нанометров этим мето-
дом. Полученные данным методом нановолокна 
применяются для решения широкого спектра за-
дач: для фильтрации высокодисперсных аэрозо-
лей в системах очистки газовоздушных выбросов 
и средствах защиты органов дыхания, для обеспе-
чения антимикробных и  антивирусных свойств, 

DOI: 10.31857/S0555109924020041  EDN: GAWQMH

В статье приводятся результаты изучения вязкости растворов хитозан-меланинового комплекса из 
насекомого Hermetia illucens и процесса гелеобразования его в растворах в присутствии сшивающих 
реагентов. Из растворов хитозан-меланинового комплекса в разбавленных растворах уксусной кис-
лоты методом бесфильерного электроформования были получены химически сшитые нановолокна. 
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регулирования водо- и паропроницаемости, созда-
ния перевязочных средств при лечении обширных 
ожоговых поверхностей, длительно незаживаю-
щих ран и т. д. [6, 7]. они используются в развитии 
тканевой инженерии, для систем контролируемой 
доставки лекарственных препаратов, при регене-
рации хрящевой, костной, нервной тканей, кожи, 
стенок кровеносных сосудов [8, 9]. Метод элек-
троформования отличается сочетанием высокой 
эффективности, аппаратурной простоты, высокой 
гибкости, позволяющей получать волокнистые 
материалы с широким диапазоном свойств и раз-
меров единичного волокна — от микро- до нано-
волокон [10]. Известно, что из растворов хитозана 
в уксусной кислоте концентрацией менее 50% не 
может быть получен нановолокнистый материал 
методом электроспиннинга [11]. С точки зрения 
цитосовместимости полученных нетканых матери-
алов из хитозана, которые используются в качестве 
матриц для тканевой инженерии, использование 
концентрированной уксусной кислоты нецелесоо-
бразно. Кроме того, в концентрированных раство-
рах кислот интенсифицируются процессы гидро-
лиза гликозидных связей, приводящие к снижению 
молекулярной массы полимера. Наличие в составе 
хитозана черной львинки меланина может повли-
ять на свойства его растворов, определяющие спо-
собность к волокнообразованию в электрическом 
поле. Разработка новых электроформованных из-
делий из хитозана и комплекса хитозана с мела-
нином позволит расширить масштабы использо-
вания этого биоразлагаемого полимера и повысит 
эффективность технологии по переработке отходов 
с помощью H. illucens.

Цель настоящей работы — изучение возможно-
сти получения волокнистого нетканого материа-
ла из растворов хитозан-меланинового комплекса 
в разбавленных растворах уксусной кислоты мето-
дом бесфильерного электроформования.

МЕТоДИКа

Материалы. Хитозан из краба с средневесовой 
молекулярной массой (ММ) 570 кДа и степенью 
деацетилирования 82% (ооо “Биопрогресс”, Рос-
сия). Сшивающий реагент дженипин (Gp) (“Xi'an 
Pincredit Bio-Tech Co., Ltd.”, Китай); сшивающий 
реагент глутаровый альдегид (Ga) (“Sigma Aldrich”, 
Германия); уксусная кислота (“х.ч.”, ледяная) 
ГоСТ 61–75; поливиниловый спирт (ПВС), ММ 
50 кДа (“Qingdao Easthony Inc”, Китай).

Хитозан-меланиновый комплекс (ХТЗ-М) по-
лучали из подмора H. illucens (ооо “Энтопротэк”, 
Россия) по методике, описанной в работе [8], с не-
которыми модификациями. Сначала проводили 
депротеинирование 15%-ным раствором NaOH на 
водяной бане в течение 2 ч при 100 C Деминера-
лизацию осуществляли с использованием 1%-ной 

HCl в  течение 2 ч при комнатной температуре. 
После каждой стадии твердый остаток отделяли 
на пористом стеклянном фильтре, промывали ди-
стиллированной водой до нейтральных значений 
рН и лиофильно высушивали.

Деацетилирование ХТЗ-М проводили в  50%-
ном растворе NaOH в течение 2 ч при 100 C Про-
мывали водой осадок до нейтрального значения 
рН и полученную материал растворяли в 0.5%-ной 
СН3COOH, фильтровали для отделения нераство-
римой части и осаждали комплекс добавлением 
5%-ного раствора NaOH. Суспензию выпавше-
го ХТЗ-М диализовали против воды и лиофильно 
высушивали.

Измерение молекулярно-массовых характе-
ристик проводили с  использованием высокоэф-
фективного жидкостного хроматографа S2100 
(“Sykam”, Германия) в комплекте с дегазатором 
K-5004 (“Knauer”, Германия), колоночным тер-
мостатом Jet Stream+ (“Knauer”, Германия) и реф-
рактометрическим детектором K-2301 (“Knauer”, 
Германия). Молекулярную массу определяли при 
температуре 30°C с  использованием колонки 
PSS NOVEMA Max analytical 1000 A (“PSS”, Гер-
мания) в  системе 0.1 M NH4-ацетатный буфер 
+ 0.2 M NaCl, при значении pH 4.5 и скорости элю-
ции 1.0 мл/мин. Контроль и анализ хроматограмм 
осуществляли с  помощью программы “Мульти-
хром” версия 1.6 (Зао “амперсенд”, Москва). 
В качестве калибровочных стандартов использова-
ли пуллуланы (ММ = 342, 1260, 6600, 9900, 23000, 
48800, 113000, 200000, 348000 и 805000 Да, “PSS”, 
Германия).

Степень деацетилирования (СДА) определяли 
методом кондуктометрического титрования. К на-
веске образца (50–100 мг), предварительно высу-
шенного до постоянного веса в  микроволновой 
печи, добавляли 5 мл 0.1 н. HCl и 25 мл дистил-
лированной воды. Полученный раствор титровали 
0.1 М NaOH, добавляя его порциями по 0.1 мл че-
рез каждые 30 с при постоянном перемешивании. 
Количество щелочи (мл), необходимое для титро-
вания свободных аминогрупп, определяли из гра-
фика зависимости электропроводности раствора 
от объема щелочи, рассчитывая «плато» на двояко-
изломанной кривой титрования. Расчет СДа про-
водили по формуле:
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где Мх — молекулярная масса звена хитина; Мхm — 
молекулярная масса звена хитозана; V — разница 
объемов NaOH («плато»), определяемая из графи-
ка, мл; N — нормальность NaOH; p — навеска хи-
тозана, мг.
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Исследование электронного парамагнитного 
резонанса проводили на ЭПР-спектрометре EMX 
(“Bruker”, Германия). Спектры регистрировали 
для сухих образцов массой 50 мг, которые помеща-
ли в цилиндрическую кварцевую кювету. Cпектры 
ЭПР регистрировали при следующих условиях: ам-
плитуда модуляции 1.25–3.0 Гс; диапазон разверт-
ки 50 Г; микроволновая частота 9.8 ГГц; мощность 
сверхвысокой частоты 0.2 мВт; постоянная времени 
100 мс. Для расчета g-факторов и определения кон-
центрации спинов был использован контрольный 
образец ультрадисперсионного алмаза № 5 (серти-
фикат о калибровке № 905/910–2012). Количество 
меланина, содержащегося в хитозан-меланиновом 
комплексе, определяли путем сравнения с количе-
ством чистого диоксифенилаланина (ДОФА)-ме-
ланина, не содержащего примесей белка. Концен-
трация парамагнитных центров ДоФа-мелани-
на была определена в тех же условиях и составила 
1.94 × 1018 спин/г сухого материала или препарата.

В колбу вносили навеску порошка для получения 
2%-ного раствора ХТЗ-М и расчетное количество 
уксусной кислоты (для раствора ХТЗ-М массой 50 г 
необходимо 1.26 мл ледяной уксусной кислоты). По-
сле этого раствор тщательно перемешивали и остав-
ляли на 24 ч при комнатной температуре, в течение 
этого времени происходило полное растворение 
комплекса и обезвоздушивание раствора — техно-
логическая стадия процесса переработки волокон 
из растворов, необходимая для удаления пузырьков 
воздуха из вязких растворов с целью получения без-
дефектных волокнистых материалов.

Для приготовления совместных растворов из 
хитозан-меланинового комплекса и ПВС полиме-
ры в соотношении 1 : 3 заливали водой и переме-
шивали при комнатной температуре в течение 24 ч 
для полного растворения ПВС, затем в смесь до-
бавляли ледяную уксусную кислоту (для 50 г фор-
мовочного раствора количество кислоты указано 
выше) для растворения хитозан-меланинового 
комплекса.

Приведенную вязкость определяли по среднему 
значению времени истечения растворов хитозана 
и ХТЗ-М в 0.2 М ацетатном буфере в капиллярном 
вискозиметре Убеллоде путем последовательного 
разбавления растворов. Расчет ήприв проводили по 
формуле:

ηотн = τр-ра/τр-ля; ηуд = ηотн — 1; ηприв = ηуд /С,  (2)

где ηотн — относительная вязкость; τр-ра — время ис-
течения раствора; τр-ля — время истечения раство-
рителя; ηуд — удельная вязкость; ηприв– приведен-
ная вязкость; С — концентрация раствора хитозана.

Динамическую вязкость растворов измеряли на 
вибрационном вискозиметре SV-10 (“AMD”, Япо-
ния). После калибровки вискозиметр показывал 
значения с точностью до 0.1%. Изменение вязкости 

определялось автоматически с  помощью встро-
енного программного обеспечения при постоян-
ной температуре. Диапазон измерений составлял 
0.3–10000 мПа∙с. Частота вибрации сенсорных пла-
стин составляла 30 Гц, стандартная пластина для об-
разцов предполагает использование образцов объе-
мом 10 мл.

Время гелеобразования определяли путем визу-
ального наблюдения. К 3 г растворов ХТЗ-М или 
хитозана в бюксе добавляли 0.2 мл раствора глута-
рового альдегида или 0.62 мл раствора дженипина 
разной концентрации, определяемой необходимым 
соотношением сшивающий реагент : NH2. Бюкс 
закрывали крышкой и отмечали время начала экс-
перимента. За время гелеобразования принимали 
момент, когда раствор переставал течь при перево-
рачивании бюкса и представлял собой единую вяз-
ко-упругую массу. Нановолокнистый материал по-
лучали методом электроформования из водно-ук-
сусных растворов хитозана или комплекса ХТЗ-М 
на установке Nanospider NS-Lab (“ELMARCO”, 
Чехия) со свободной поверхности электрода на 
полипропиленовую подложку из спанбонда. Для 
улучшения волокнообразования в  композицию 
добавляли ПВС. Расстояние между волокноо-
бразующим и приемным электродами составляло 
140 мм, разность потенциалов изменяли от 20 до 50 
кВ и выбирали как диапазон значений стабильного 
волокнообразования.

Изображения поверхности волокон и значения 
их диаметров получали при помощи атомно-сило-
вого микроскопа (АСМ) на основе микроконсоль-
ной системы “NtegraPrima” (NT-MDT, Россия) 
в полуконтактном режиме работы кантилевера. По-
лученные данные подвергались обработке и срав-
нительному анализу в программе управления СЗМ 

“Nova” на базе платформы ИНТЕГРа и Solver.

РЕЗУЛЬТаТЫ И ИХ оБСУЖДЕНИЕ

Были определены физико-химические характе-
ристики полученного комплекса ХТЗ-М, выделен-
ного из подмора H. illucens. Чистота полученного 
комплекса была подтверждена путем измерения 
содержания примесей: остаточный белок состав-
лял менее 1%, липиды — менее 0.1%, зола — менее 
1%. Белок определяли с помощью аминокислотно-
го анализа, жир — экстракцией диэтиловым эфи-
ром в  аппарате Сокслета, золу — гравиметриче-
ским способом. Полученный комплекс имел ММ 
566 кДа, определенную методом высокоэффектив-
ной гель-проникающей хроматографии (ВЭГПХ). 
Степень деацетилирования была рассчитана с по-
мощью кондуктометрического титрования и  со-
ставила 76%. Содержание меланина в комплексе 
измеряли методом электронного парамагнитного 
резонанса (ЭПР). Значение составило 14%.
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Электроформование является одним из наи-
более технологичных методов, используемых для 
производства наноструктурированных материа-
лов. Наиболее широко этот метод используется 
для формования волокон из растворов синтетиче-
ских гибкоцепных полимеров. Для получения уль-
тратонких волокон на основе хитозана применяют 
специальные приемы, такие как использование 
растворов в трифторуксусной кислоте или смеше-
ние хитозана с другими полимерами, такими как 
полиэтиленоксид, ПВС. Это связано с необходи-
мостью разрушить межцепные взаимодействия 
в  растворах, препятствующие формированию 
струи в электрическом поле. однако даже в смеси 
с ПВС для получения бездефектного волокнистого 
материала из хитозана методом электроформова-
ния необходимо использовать в качестве раствори-
теля 50–70%-ные растворы уксусной кислоты.

Предметом настоящего исследования стала 
оценка возможности получения нано- и микрово-
локон из растворов ХТЗ-М в разбавленной уксус-
ной кислоте, не растворимых в воде во всем диа-
пазоне рН, поэтому были исследованы вязкость 
растворов хитозана с близкой ММ, выделенного 
из разных источников, ее концентрационная зави-
симость, а также процесс гелеобразования в при-
сутствии сшивающих реагентов.

На рис. 1 приведена зависимость ηприв от кон-
центрации С  для хитозана и  комплекса ХТЗ-М, 
которая определяется гидродинамическими харак-
теристиками макромолекулы. Размер макромоле-
кулярного клубка зависит от сродства полимера 
и растворителя. Характер зависимости приведен-
ной вязкости от концентрации в исследованном 
диапазоне нелинейный, это связано с высокой MМ 
хитозана. В области более разбавленных растворов 
С < 0.1% характер кривых приближался к линейно-
му, и можно видеть, что наклон кривой ηприв = f(C) 
в случае комплекса с меланином выше, что свиде-
тельствует о большем гидродинамическом радиусе 
макромолекулы по сравнению с размерами макро-
молекулярного клубка хитозана в том же раство-
рителе. Это факт должен влиять на реологическое 
поведение формовочных растворов биополимеров.

Для изучения физико-химических свойств хи-
тозан и комплекс хитозана и меланина растворяли 
в 2.5%-ной уксусной кислоте. Полученные раство-
ры использовали для получения растворов заданной 
концентрации. На рис. 2 представлены результаты 
измерения динамической вязкости растворов, по-
лученные на вибрационном вискозиметре, в виде 
среднего значения трех измерений с  различной 
концентрацией комплекса в сравнении с концен-
трационной зависимостью динамической вязкости 
хитозана с молекулярной массой 570 кДа. Концен-
трация, при которой наблюдался резкий рост вяз-
кости, соответствующая области перекрывания ма-
кромолекулярных клубков для комплекса ХТЗ-М 

составила 1.5 масс.%, для растворов хитозана —  
1 масс.%. Выше концентрации кроссовера волок-
нообразование возможно. Учитывая, что динами-
ческая вязкость эквиконцентрированных растворов 
хитозана, содержащего меланин, выше, чем раство-
ров хитозана с такой же ММ, можно предположить 
лучшую способность к волокнообразованию иссле-
дуемого хитозана из насекомого H. illucens.

С целью получения водонерастворимых волок-
нистых материалов был исследован процесс хи-
мической сшивки комплекса ХТЗ-М и хитозана 
традиционными для хитозана сшивающими реа-
гентами — глутаровым альдегидом и дженипином. 
Зависимость времени гелеобразования 2%-ных 
биополимеров от содержания сшивающих реаген-
тов (СР) представлена на рис. 3.

Как видно из полученных зависимостей, при 
одном и том же мольном соотношении СР/NH2 
в случае дженипина гелеобразование в растворах 
хитозана наступает быстрее, а одинаковое время 
гелеобразования наблюдается при меньшем содер-
жании сшивающих реагентов (рис. 3), что может 
быть обусловлено стерическими затруднениями 

Рис. 1. Зависимость приведенной вязкости от концен-
трации комплекса: 1 — раствор ХТЗ-М, MМ 566 кДа, 
pH 4.3; 2 — раствор хитозана, MМ 570 кДа, pH 4.3.

Рис. 2. Зависимость динамической вязкости от кон-
центрации комплекса: 1 — раствор ХТЗ-М, MМ 566 
кДа, pH 4.3; 2 — раствор хитозана, MМ 570 кДа, pH 4.3.
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и особенностями строения комплекса ХТЗ-М. При 
использовании глутарового альдегида такая зако-
номерность соблюдается только при низких соот-
ношениях СР/NH2.

Электроформование растворов полимеров может 
происходить при постоянных значениях вязкости 
и электропроводности. Для предотвращения некон-
тролируемого роста вязкости формовочного рас-
твора в результате химической сшивки необходимо, 
чтобы процесс сшивания биополимеров завершался 
уже после осаждения волокна на приемном элект-
роде. Соотношение сшивающий реагент / хитозан 
(0.12 моль/моль) было выбрано из полученных на 
рис. 3 зависимостей таким образом, чтобы подгото-
вительные операции и процесс электроформования 

проходили при постоянной вязкости, а  сшивка, 
приводящая к потере растворимости в воде, проис-
ходила уже в сформированном волокнистом мате-
риале. На основании проведенных ранее исследо-
ваний [12–14] и предварительного изучения техно-
логических характеристик формовочных растворов 
были выбраны составы формовочных композиций 
и определена возможность электроформования во-
локон на основе комплекса ХТЗ-М.

Составы формовочных растворов и параметры 
электроформования приведены в табл. 1. Сформо-
вать волокно из хитозана, не содержащего меланин, 
в приведенных условиях не удалось.

осуществить электроформование из растворов 
ХТЗ-М, не содержащих ПВС, также не представля-
лось возможным. Стабильное формование проис-
ходило из растворов, содержащих ПВС в качестве 
добавки, способствующей волокнообразованию. 
аСМ-изображение электроформованных волокон 
из комплекса ХТЗ-М приведено на рис. 4. Волок-
нистый материал состоял из наноразмерных воло-
кон со средним диаметром 250 ± 50 нм. Такой раз-
мер шероховатостей на поверхности материала яв-
ляется оптимальным для прикрепления клеток и их 
пролиферации на волокнистой подложке. Волок-
на выдерживали в течение суток при постоянной 
влажности для завершения процесса сшивки. По-
лученный материал не растворялся в воде в диапа-
зоне рН = 3.0–8.0. Таким образом, использование 
хитозана из насекомого H. illucens методом элек-
троформования позволило снизить концентрацию 
уксусной кислоты с 50 до 2%, что должно способ-
ствовать снижению цитотоксичности материала 
при его использовании для регенерации тканевых 
повреждений. Более высокая волокнообразующая 

Рис. 3. Зависимость времени гелеобразования в 2%-
ном растворе биополимеров (рН  4.3) от степени 
сшивки: 1 — хитозан, MМ 570 кДа, СР дженипин; 
2 — ХТЗ-М, MМ 566 кДа, СР дженипин; 3 — хитозан, 
MМ 570 кДа, СР глутаровый альдегид; 4 — ХТЗ-М, 
MМ 566 кДа, СР глутаровый альдегид.

Рис. 4. аСМ-изображение электроформованных волокон из ХТЗ-М, сшитого глутаровым альдегидом (соотношение 
СР/NH2 = 0.08 моль/моль, pH 5.51): а — 2D-изображение; б — 3D-изображение.



 ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ том 60 № 2 2024

156 ХайРоВа и др.

способность ХТЗ-М по сравнению с  хитозаном 
краба может быть вызвана наличием в составе ком-
плекса меланина, нарушающего систему межцеп-
ных взаимодействий, что способствует преодоле-
нию сил, препятствующих образованию волокон 
под действием электрического поля.

Полученный волокнистый материал может быть 
использован в качестве раневых покрытий, а так-
же в тканевой инженерии в качестве волокнистых 
матриц для роста и пролиферации живых клеток.

В работе были определены молекулярно-массо-
вые характеристики и физико-химические свой-
ства комплекса ХТЗ-М, выделенного из подмора 
насекомого H. illucens. Изучены концентрационные 
зависимости приведенной и динамической вязко-
сти, установлено, что для комплекса ХТЗ-М кон-
центрация, при которой происходит резкий рост 
вязкости, соответствует области перекрывания ма-
кромолекулярных клубков и выше, чем у хитозана 
с той же ММ на 1.5%.

Наличие в составе комплекса ХТЗ-М меланина 
приводит к изменению размеров макромолекуляр-
ного клубка по сравнению с чистым хитозаном та-
кой же ММ, а также нарушению межмолекулярных 
взаимодействий, что положительно сказывается на 
волокнообразующей способности в процессе элек-
троформования из смешанных растворов в 2%-ной 
уксусной кислоте.

Методом электроформования нановолокон из 
растворов ХТЗ-М в разбавленной уксусной кисло-
те в составе композиций с ПВС получены образцы 
нановолокон со средним диаметром 250 нм, устой-
чивые к воде в диапазоне рН 3.0–8.0.

Таким образом, результаты исследования морфо-
логии поверхности полученного волокнистого ма-
териала из хитозан-меланинового комплекса, спо-
собность биополимера к разложению показали пер-
спективы его использования в качестве матриц для 
тканевой инженерии и регенеративной медицины.

ФИНаНСИРоВаНИЕ РаБоТЫ. Данная рабо-
та выполнена в рамках государственного задания 
при поддержке Министерства науки и высшего об-
разования Российской Федерации.
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Таблица 1. Параметры электроформования волокон из 2%-ных растворов хитозан-меланинового комплекса

Состав смеси
Содержание 
сшивающего 

реагента, моль/моль
U наноспайдера, 

кВ
Характеристика 

электроформования
Диаметр волокон, 

нм

ХТЗ-М : ПВС, 1 : 3. 2%-ный 
раствор уксусной кислоты Дженипин, 0.08 46.7–51.2 Стабильное 250 ± 50

ХТЗ-М : ПВС, 1 : 3. 2%-ный 
раствор уксусной кислоты

Глутаровый альдегид, 
0.08 47.8–53.4 Стабильное 250 ± 50

Хитозан : ПВС, 1 : 3. 2%-
ный раствор уксусной 
кислоты

Глутаровый альдегид, 
0.08 35.5–55.0 Разбрызгивание 

раствора –
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Isolation of Chitosan-Melanin Complex from Black Soldier Fly Adults  
and Obtaining Nanofibrous Materials Based on It
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The article presents the results of studying the viscosity of chitosan-melanin complex solutions from 
the larvae of the insect Hermetia illucens and the process of gelation in these solutions in the presence of 
crosslinking reagents. Chemically cross-linked nanofibers were obtained from solutions of the chitosan-
melanin complex in dilute solutions of acetic acid by the method of spinneretless electrospinning. The 
presence of 14% melanin made it possible to reduce the concentration of acetic acid in the spinning 
composition.

Keywords: chitosan, chitosan-melanin complex, electrospinning, nanofiber matrix
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Проблема терапии инфекционных заболеваний, 
вызванных бактериями, не теряет своей актуально-
сти. В последнее время она осложняется появле-
нием новых антибиотикорезистентных штаммов 
со множественной лекарственной устойчивостью. 
Это приводит к тому, что антибиотики теряют свою 
эффективность, в связи с чем продолжается поиск 
антибактериальных веществ, в основном природ-
ного происхождения, способных нейтрализовать 
действие патогенных микроорганизмов. 

Природный полисахарид хитозан известен сво-
ей антибактериальной активностью и использует-
ся в составе ранозаживляющих средств, способных 
предотвращать развитие патогенной микрофло-
ры [1. 2]. В основе антибактериального действия 
хитозана лежит его способность взаимодейство-
вать с компонентами мембраны бактерий. В слу-
чае грамотрицательных бактерий таким компо-
нентом является липополисахарид (эндотоксин, 
ЛПС) [3]. ЛПС высоко консервативен почти у всех 

грамотрицательных бактерий и присутствует по-
всеместно в окружающей среде. При попадании в 
организм распознается клетками иммунной систе-
мы (в первую очередь макрофагами) и запускает 
воспалительную реакцию, направленную на пода-
вление инфекции, а при остром течении инфекции 
может вызывать токсические проявления, от повы-
шения температуры до септического шока [4]. 

ЛПС является амфифильной молекулой, состо-
ящей из трех основных структурных компонентов – 
липида А, олигосахарида кора и О-специфических 
полисахаридных цепей. Липид А – дисахарид глю-
козамина, ацилированный остатками жирных кис-
лот, отвечает за токсические свойства ЛПС. Струк-
тура и состав О-полисахаридных цепей уникальна 
для каждого штамма бактерий и отвечает за имму-
ногенные свойства ЛПС [4].

Одним из ключевых рецепторов, опосредую-
щих эффекты ЛПС при его контакте с иммунной 

DOI: 10.31857/S0555109924020051  EDN: GAWNZC

Получены комплексы липополисахарида (ЛПС) бактерии Escherichia coli с хитозаном (ХН) с молеку-
лярной массой 5 кДа и изучена их надмолекулярная организация. Методом атомно-силовой микро-
скопии показано, что в процессе образования комплексов происходит переход от мицеллярной струк-
туры исходного ЛПС к линейным сетчатым структурам, равномерно распределенным по поверхности 
слюды. Изучена стабильность комплексов ЛПС-ХН различной стехиометрии в биологических средах 
в присутствии белков сыворотки. Показано, что комплексы с соотношением ЛПС-ХН 1 : 1 в при-
сутствии сывороточных белков теряли свой поверхностный заряд и имели склонность к агрегации, 
комплексы с максимальным насыщением ХН (1 : 5) в данных условиях не агрегировали и сохраняли 
свой поверхностный заряд. Исследовано влияние ХН различной молекулярной массы на способность 
ЛПС взаимодействовать с нейтрофилами цельной крови человека. Показано, что комплексы ЛПС-
ХН связывались с нейтрофилами и поступили внутрь клетки, причем эта способность усиливалась в 
присутствии белков сыворотки. Хитозан обладал способностью подавлять синтез провоспалительного 
цитокина ФНО-α, индуцированного ЛПС, не только в составе комплекса, но и при предварительной 
обработке клеток поликатионом. 
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системой организма, является толл-подобный ре-
цептор (TLR-4). В течение многих лет считалось, 
что рецепторный комплекс CD14/TLR4/MD2, 
присутствующий на макрофагах и многих других 
клетках организма, связывает ЛПС и несет полную 
ответственность за клеточный ответ, индуцирован-
ный эндотоксином [5]. Проведенные исследования 
[6, 7] показали, что с рецептором связывается еди-
ничная молекула ЛПС, которая высвобождается 
из агрегатов при участии ряда сопутствующих сы-
вороточных белков, ключевыми из которых явля-
ются СD14 и ЛПС-связывающий белок. Однако в 
начале 2000 гг. было показано, что биологически 
активным может также являться агрегат эндоток-
сина [8], который способен интернализировать-
ся внутрь клетки [9]. После интернализации ЛПС 
может перемещаться во внутриклеточные компарт-
менты, где часть липида А частично разрушется, 
что сопровождается модификацией его биологиче-
ской активности [10]. Механизм внутриклеточно-
го узнавания ЛПС осуществляется с участием кас-
пазы-4/5 у людей и каспазы-11 у мышей, которые 
распознают внутриклеточный ЛПС в цитоплазме 
клеток и стимулируют выработку провоспалитель-
ных цитокинов и воспалительную гибель клеток, 
называемую пироптозом [10]. 

ранее были детально исследованы особенно-
сти взаимодействия ЛПС грамотрицательных бак-
терий с хитозаном [3]. Показано, что данный по-
лисахарид способен связываться с эндотоксином 
и снижать его токсические свойства: острую ток-
сичность и цитокин-индуцирующую активность 
в отношении провоспалительных цитокинов. Этот 
процесс зависел от структуры ЛПС, степени аци-
лирования липида А, длины О-специфического 
полисахарида, а также от молекулярной массы хи-
тозана. Было показано [3, 11], что изменение над-
молекулярной организации ЛПС при образовании 
комплекса с хитозаном с молекулярной массой  
110 кДа приводило к изменению некоторых биоло-
гических свойств эндотоксина в составе его ком-
плексов. При использовании клеток почки эмбрио-
на человека (клетки НЕК 293), котрансфицирован-
ных рецепторами TLR-4 и MD2, было установлено, 
что хитозан не блокировал связывание рецептора 
TLR4 с ЛПС и передачу сигнала ЛПС в клетке [12]. 
В связи с открытием альтернативного пути акти-
вации клеток ЛПС [10] можно предположить, что 
снижение цитокин-индуцирующей активности 
ЛПС обусловлено реализацией второго сигналь-
ного пути ответа на ЛПС, связанного с участием 
каспаз. При этом образование комплекса с хитоза-
ном может влиять на способность ЛПС связывать-
ся с клетками и на его последующую интернализа-
цию за счет модификации поверхностного заряда 
его молекулы и/или изменения надмолекулярной 
организации эндотоксина в результате формирова-
ния комплекса. 

Цель работы − проверка выдвинутой гипотезы 
об участии хитозана в процессах ингибирования 
ЛПС-индуцированного синтеза провоспалитель-
ных цитокинов. 

МЕТОДИКА

Образец хитозана (ХН) с молекулярной массой 
110 кДа и степенью N-ацетилирования 4% был по-
лучен щелочной обработкой хитина краба по мето-
дике [13]. Степень N-ацетилирования образца хи-
тозана рассчитывали по данным ИК-спектроско-
пии [14]. Для работы использовали солевую форму 
ХН. Для этого полисахарид (200 мг) растворяли 
в 20 мл дистиллированной воды при подкислении 
1н HCl до его полного растворения. рН получен-
ного раствора доводили до 5.5 добавлением NaOH 
и  диализовали против дистиллированной воды. 
Солевую форму ХН лиофилизовали и использо-
вали для дальнейшей работы. Методом деполиме-
ризации с использованием перекиси водорода [15] 
был получен хитозан с низкой молекулярной мас-
сой, которая составила 5 кДа. 

В работе также использовали коммерческий 
препарат ЛПС E. coli О55:B5 (“Sigma”, США). Об-
разец ЛПС, меченый флуоресцеин-5-изотиоциа-
натом (ФИТЦ-ЛПС), получен по методике, опу-
бликованной ранее [16].

Определение молекулярной массы. Молеку-
лярную массу ХН рассчитывали по уравнению 
Марка–Хаувинка–Куна:

| η | = KмMα,

где | η | − характеристическая вязкость, М − моле-
кулярная масса, Kм и α – эмпирические константы, 
значения которых взяты из работы [17]. Вязкость 
растворов ХН в 0.1 М ацетатном буфере, рН 5.0, 
содержащем 0.2 М NaCl, определяли в модифици-
рованном вискозиметре Убеллоде (СКБ “Пущино”, 
россия) с диаметром капилляра 0.3 мм при 25 С 
(точность измерения ±0.1 с). Значения характе-
ристической вязкости рассчитывали двойной гра-
фической экстраполяцией зависимости lnηотн/С 
от бесконечного разбавления.

Молекулярную массу низкомолекулярного про-
изводного определяли по методу, основанному на 
реакции восстанавливающих сахаров с ферроциа-
нидом [18].  

Получение комплексов ЛПС  :  хитозан. ЛПС 
(1 мг) и ХН (7–1.4 мг) растворяли раздельно в 5 мл 
апирогенной деионизированной воды. раство-
ры выдерживали в течение 48 ч при 37 С, затем 
смешивали равные аликвоты ЛПС и ХН и инку-
бировали 18 ч при 37 С. Перед приготовлением 
комплексов растворы ЛПС и ХН фильтровали че-
рез фильтр с диаметром пор 0.22 мкм “Millex GS” 
(“Millipore”, Ирландия).
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Атомно-силовая микроскопия (АСМ). ЛПС рас-
творяли в дистиллированной деионизированной 
воде в концентрации 0.1 мг/мл, образцы ХН – 
в концентрации 0.01, 0.1 или 0.5 мг/мл. Аликвоты 
(12 мкл) водных растворов каждого комплекса и их 
исходных компонентов наносили на свежесколо-
тую слюду и сушили при 37 С в течение 24 ч или 
при 70 С в течение 30 с (для ЛПС). Морфологию 
ХН, ЛПС и их комплексов изучали на атомном си-
ловом микроскопе Solver P47 (“NT-MDT”, россия) 
в режиме постукивающего контакта с использова-
нием иглы радиусом 10 нм.

Динамическое рассеяние света (ДРС) и электро-
кинетические свойства комплексов ЛПС : ХН. раз-
меры и ζ-потенциал ЛПС, ХН и их комплексов в 
растворе определяли с использованием системы 
ZetaSizer NanoZS (“Malvern”, Великобритания), 
работающей при 633 нм. Измерения проводили 
при 25°С. Гидродинамический радиус частиц рас-
считывали автоматически с помощью программ-
ного обеспечения прибора, основанного на ана-
лизе автокорреляционной функции. ζ-потенциал 
рассчитывали по экспериментально определенной 
электрокинетической подвижности с использова-
нием уравнения Генри [19].

Лейкоциты. В работе использовали лейкоциты 
венозной крови пяти здоровых доноров, которая 
была получена в клинических условиях согласно 
ГОСТ р 53079.4-2008. Все доноры оформили до-
бровольное информированное согласие на участие 
в проводимых исследованиях. Лейкоциты отделяли 
от венозной крови путем лизиса эритроцитов в рас-
творе, содержащем 0.15 М NH4Cl, 10 мМ NaHCO3 и 
0.1 мМ ЭДТА в течение 10 мин [20]. Фракцию лей-
коцитов дважды промывали, ресуспендировали в 
фосфатно-солевом буфере (ФСБ) и доводили до 
концентрации ≈ 107 кл./мл.

Взаимодействие ЛПС с нейтрофилами. Количе-
ство ФИТЦ-ЛПС, связавшегося с клеткой, опреде-
ляли с помощью проточной цитометрии. В 96-лу-
ночный планшет (“Costar”, США) вносили су-
спензию лейкоцитов (100 мкл) в ФБр или в ФБр 
с добавлением пула сыворотки (20 мкл) доноров 
и инкубировали в течение 1 ч с образцами. Клет-
ки отделяли от планшета, выдерживая на льду 
(10 мин), и немедленно анализировали с помощью 
проточной цитометрии на FACSCalibur (“Becton 
Dickinson”, США). Идентификацию популяций 
клеток проводили на основании данных прямого 
и бокового рассеяния света.

Для определения количества ФИТЦ-ЛПС, по-
глощенного нейтрофилом, к суспезии клеток до-
бавляли 10 мкл раствора трипанового синего для 
гашения флуоресценции ФИТЦ-ЛПС, оставшего-
ся на поверхности клетки.

Продукция ФНО-α. Венозную кровь помеща-
ли в стерильные пробирки на 5 мл, содержащие 
150IU гепарина (“Sigma”, США), разбавляли 1 : 5 

в стерильной среде 199 (“Sigma”, США), содер-
жащей 300 мг/л L-глютамина (“Sigma”, США) и 
50 мкг/мл гентамицина (“Белмедпрепараты”, Бело-
руссия). разбавленную кровь (0.1 мл) переносили в 
стерильный 96-луночный планшет (“Corning Costar”, 
США) и инкубировали с растворами (0.1 мл) иссле-
дуемых соединений (37 С, 5% СО2). Для определения 
ингибирующего действия хитозана на синтез цито-
кинов, индуцированный ЛПС, в каждую лунку, со-
держащую 0.1 мл цельной крови, разбавленной как 
описано выше, вносили раствор ХН (0.1 мг/мл) и 
через 10 мин раствор ЛПС E. coli О55:В5 (“Sigma”, 
США) до конечной концентрации эндотоксина, рав-
ной 100 нг/мл. Через 24 ч супернатанты собирали и 
определяли содержание ФНО-α с помощью специ-
фической тест-системы (ООО “Цитокин”, россия). 

Статистический анализ. Все данные представле-
ны как среднее значение  ±  стандартное отклоне-
ние. Статистический анализ проводили с помощью 
однофакторного дисперсионного анализа. различия 
считали статистически значимыми при р < 0.05.

рЕЗУЛЬТАТы И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Характеристика комплексов. В работе использо-
вали ХН со степенью N-дезацетилирования 96% 
и  молекулярной массой 110 кДа (ХН-110) и его 
низкомолекулярное производное с молекулярной 
массой 5 кДа (ХН-5). 

Характеристика надмолекулярной организации 
комплексов ЛПС E. coli с ХН-110 была проведена 
ранее [11], и наиболее выраженная модификация 
ЛПС E. coli в результате его связывания с хитоза-
ном наблюдалась для комплекса ЛПС-ХН-110 при 
весовом соотношении 1 : 1. 

В настоящей работе методом АСМ была иссле-
дована морфология комплексов. Наряду с указан-
ным выше комплексом были получены комплек-
сы ЛПС E. coli с ХН-5 при весовом соотношении 
1 : 5, что соответствует максимальному насыщению 
ЛПС хитозаном. На рис. 1 представлены сканы ис-
ходных компонентов ЛПС (0.1 мг/мл) и ХН-5. Со-
гласно полученным изображениям, ЛПС образует 
мицеллоподобные структуры (около 10 нм), кото-
рые собираются в более крупные образования, что 
типично для амфифильных полимеров и было от-
мечено ранее [11]. 

Данные АСМ выявили зависимость морфоло-
гии ХН-5 от его концентрации (0.1 и 0.5 мг/мл). 
При концентрации 0.1 мг/мл (рис. 1б) ХН-5 рас-
пределялся на гидрофильной отрицательно заря-
женной поверхности слюды неравномерно (сред-
няя шероховатость поверхности 2.1 нм), имея 
склонность к формированию островковых струк-
тур высотой 5 нм, состоящих из частиц округлой 
формы. При концентрации 0.5 мг/мл на сканах 
(рис. 1в) для ХН-5 были зарегистрированы ча-
стицы округлой формы, объединенные в плотно 
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упакованные линейные структуры. Похожие струк-
туры были также характерны и для ХН-110 [11, 21]. 

Комплекс ЛПС : ХН-5 1 : 1 (рис 2а) формиро-
вал ярко выраженную сетчатую структуру с высо-
той стенок около 20 мм и шириной от 88 до 146 нм. 
В отдельных местах на поверхности сетки наблю-
дались островки неправильной формы с четкой 
огранкой, что обычно является признаком кри-
сталлического вещества и может быть следствием 
присутствия остатков солей в образце. 

Для комплекса с максимальным содержанием 
хитозана (ЛПС : ХН-5 1 : 5) (рис. 2б) характерно 
более равномерное и плотное распределение об-
разца по поверхности слюды с высотой слоя до 
12 нм с формированием хаотически расположен-
ных пор. 

ранее [11] методом АСМ было зафиксировано 
изменение надмолекулярной структуры ЛПС при 
образовании комплекса с ХН-110. При весовом со-
отношении компонентов 1 : 1 формировались ли-
нейные червеобразные структуры. При увеличении 
содержания хитозана в комплексе регистрировали 
структуры, равномерно распределенные по по-
верхности слюды, с присутствием более крупных 

агрегатов. Согласно характеру распределения ча-
стиц по поверхности слюды было высказано пред-
положение о поверхностной локализации хитоза-
на в комплексе ЛПС-ХН-110 [11]. В данной работе 
была зафиксирована трансформация мицеллярной 
структуры исходного ЛПС в результате его взаи-
модействия с ХН-5. При этом линейные сетчатые 
структуры, равномерно распределенные по поверх-
ности слюды, в случае комплекса ЛПС : ХН-5 1 : 1  
с увеличением содержания хитозана в комплексе 
ЛПС : ХН-5 1 : 5 переходили в более плотно упако-
ванные агрегаты (рис. 2).

Методом ДрС были определены размер и по-
верхностный заряд (ζ-потенциал) комплексов 
ЛПС-ХН-5 (табл. 1).

Согласно результатам табл. 1, комплексы пред-
ставляли собой положительно заряженные части-
цы с невысоким значением поверхностного потен-
циала, которое слабо зависело от содержания ХН-5 
в комплексе. размер комплексов превышал раз-
мер исходных агрегатов ЛПС. При этом комплекс 
ЛПС : ХН-5 1  : 5 имел мономодальное распреде-
ление частиц, тогда как при соотношении 1  :  1 
в/в формировалось две популяции частиц с раз-
мерами 140 и 533 нм. С учетом низкого значения 

Рис. 1. АСМ-изображения исходных образцов: а – ЛПС (0.1 мг/мл); б – ХН-5 (0.1 мг/мл); в – ХН-5 (0.5 мг/мл).

Рис. 2. АСМ-изображения комплексов ЛПС : ХН-5 – 1 : 1 (а) и 1 : 5 (б).
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ζ-потенциала, которое не способствует стабилиза-
ции комплекса, можно предположить, что частицы 
размером 533 нм формировались путем агрегации 
более мелких частиц (140 нм). Это согласуется с 
данными АСМ (рис. 2) и подтверждает наше пред-
положение о том, что комплексы ЛПС : ХН-5 1 : 1 
и 1 : 5 имеют сходную надмолекулярную структу-
ру. ранее было установлено, что комплексы ЛПС-
ХН-110 имели высокое значение ζ-потенциала, 
величина которого увеличивалась с повышением 
содержания ХН-110 в комплексе, что позволило 
высказать предположение о поверхностной лока-
лизации поликатиона в комплексе с ЛПС. 

Полученное в настоящей работе невысокое зна-
чение поверхностного потенциала для комплексов 
ХН-5 может быть обусловлено большей гибкостью 
и подвижностью молекул олигохитозана, что спо-
собствовало его проникновению в агрегаты ЛПС. 
В этом случае, вероятно, О-специфические поли-
сахаридные цепи эндотоксина экранируют заряд 
ХН-5, молекулы которого не локализовались на 
поверхности ЛПС, в отличие от ХН-110, а находи-
лись внутри агрегатов эндотоксина.

Влияние белков сыворотки на стабильность 
комплексов. Для оценки стабильности полученных 
комплексов были изучены их физико-химические 
свойства в присутствии белков сыворотки крови 
человека, что позволило рассматривать формиро-
вание таких комплексов в системах, моделирую-
щих живой организм. 

В предыдущем разделе мы отметили разный ха-
рактер взаимодействия ХН с ЛПС, который зави-
сит от молекулярной массы поликатиона. Согласно 
предыдущим результатам, ХН-110 локализуется на 
поверхности агрегатов эндотоксина [11], тогда как 
его олигосахарид (ХН-5) способен проникать внутрь 
этих агрегатов. Такое разное поведение при обра-
зовании комплексов ХН-100 и его олигосахарида с 
ЛПС может обусловливать и их особенности взаи-
модействия с белками сыворотки. Для оценки этого 
в последующей работе мы использовали комплексы 
ЛПС с хитозанами разной молекулярной массы. 

Действие белков сыворотки на комплексы опре-
деляли методами ДрС по изменению поверхностного 
заряда и размера частиц как исходных компонентов, 
так и полученных на их основе комплексов (табл. 2).

Сывороточные белки представляли собой поли-
дисперсную популяцию частиц с небольшими раз-
мерами (согласно Z-среднему) с поверхностным 
потенциалом –28.8 мВ. 

В присутствии белков сыворотки ХН-110 и ХН-5 
сохраняли положительное значение поверхностно-
го потенциала, но, согласно данным куммулятного 
анализа, сыворотка вызывала существенную деза-
грегацию частиц поликатиона. В присутствии бел-
ков сыворотки ЛПС также формировал более мел-
кие агрегаты. 

Согласно данным табл. 2, ярко выраженное вли-
яние сывороточных белков наблюдалось в случае 
комплексов, полученных при весовом соотношении 

Таблица 1. размер и поверхностный заряд ЛПС и его комплексов с хитозанами

Образец ζ-потенциал, мВ
размер, нм

Гидродинамический диаметр Cодержание, %
ЛПС –33.5 ± 6.4 132.5 ± 0.3 100
ХН-5 +37.0 ± 7.2 - -

ЛПС : ХН-5 
1 : 1 +4.1 ± 0.6

140.1 ± 14.5 49
533.3 ± 95.1 51

ЛПС : ХН-5 
1 : 5 +7.8 ± 1.7 224.4 ± 49.7 100

Таблица 2. размер и поверхностный заряд ЛПС и его комплексов с хитозанами в присутствии белков 
сыворотки крови человека

Образец
ζ-потенциал, мВ размер (Z-средний), нм 

вода сыворотка вода сыворотка
Белки сыворотки –28.8 ± 2.1 47.1 ± 1.9

E-ЛПС –33.5 ± 6.4 –28.2 ± 2.3 134.4 ± 2.5 87.0 ± 7.0
ХН-110 +45.1 ± 2.2 +40.3 ± 3.2 822.0 ± 41.4 99.7 ± 5.2

ЛПС : ХН-110 1 : 1 +23.1 ± 1.1 –1.3 ± 0.1 221.7 ± 3.9 2265.4 ± 523.1
ЛПС : ХН-110 1 : 7 +39.0 ± 1.2 +35.1 ± 0.5 281.6 ± 0.5 158.1 ± 3.5

ХН-5 +37.0 ± 7.2 +25.0 ± 0.7 233.1 ± 11.0 62.8 ± 1.0
ЛПС : ХН-5 1 : 1 +4.1 ± 0.6 –3.7 ± 0.1 231.5 ± 4.3 1009 ± 124.5
ЛПС : ХН-5 1 : 5 +7.8 ± 1.7 +7.5 ± 0.1 220.2 ± 10.6 110.6 ± 2.7
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компонентов ЛПС : ХН 1 : 1 независимо от молеку-
лярной массы поликатиона. В присутствии белков 
сыворотки эти комплексы формировали крупные 
агрегаты (1009 и 2265 нм для ХН-5 и ХН-110 соот-
ветственно) с невысоким отрицательным значением 
поверхностного заряда. В этом случае мы наблюдаем 
агрегацию частиц комплекса и образование осадка 
для комплекса ЛПС : ХН-110. В присутствии сыво-
ротки в систему происходила перезарядка частиц 
комплексов ЛПС : ХН 1 : 1, оба комплекса приобре-
тали низкое отрицательное значение поверхностно-
го потенциала недостаточное для предотвращения их 
агрегации. В данном случае, вероятно, на поверхно-
сти комплекса образовывалась так называемая бел-
ковая корона, что характерно для наночастиц при 
контакте с белками сыворотки [22]. При добавле-
нии сыворотки к комплексам с высоким содержа-
нием поликатиона (1 : 7 и 1 : 5 для ХН-110 и ХН-5 
соответственно) их поверхностный потенциал зна-
чительно не изменялся. Значение Z-среднего ука-
зывало на разукрупнение частиц, однако достоверно 
это утверждать нельзя, поскольку при анализе кум-
мулянтов учитывалась вся совокупность частиц, и 
падение размеров могло быть связно просто с при-
сутствием мелких частиц белков сыворотки. Данные 
распределительного анализа, представленные на рис. 
3, свидетельствовали о том, что характер распреде-
ления по размерам данных комплексов изменялся 
незначительно. Принимая во внимание значения их 
ζ-потенциала, можно предположить, что комплексы 
с максимальным насыщением ЛПС хитозаном оста-
ются стабильными в присутствии сыворотки крови 
человека.

 Взаимодействие ЛПС и его комплексов с ней-
трофилами. Основными мишенями ЛПС являются 
фагоцитирующие клетки иммунной системы, вклю-
чая тканевые макрофаги, периферические моно-
циты, нейтрофилы и дендритные клетки. Для того 
чтобы ЛПС вызывал прямые провоспалительные 
или иммунологические реакции, он должен сначала 

распознаваться этими фагоцитирующими клетка-
ми в сочетании со специфическими механизмами 
клеточного прикрепления или интернализации [5, 
7, 23]. Общий механизм взаимодействия любых мо-
лекул и супрамолекулярных комплексов осущест-
вляется в несколько этапов: адгезия на мембране, 
внутриклеточный захват посредством различных 
механизмов, транспортировка внутри клетки в орга-
неллы, в которых происходит последующая деграда-
ция, экзоцитоз во внеклеточное пространство [24] 
или поступление в цитозоль [10]. 

В настоящей работе изучено взаимодействие 
ЛПС и ЛПС-ХН комплексов с клетками иммунной 
системы нейтрофилами. Для этого был получен 
флуоресцентно-меченный ФИТЦ. Оценку взаимо-
действия ФИТЦ-ЛПС с нейтрофилами проводили 
как на интактных клетках, так и на клетках предва-
рительно инкубированных с ХН. Для тушения вне-
клеточной флуоресценции непоглощенного ФИТЦ-
ЛПС использовали раствор трипанового синего. 
Этот краситель не проникает в неповрежденные 
нейтрофилы, что позволяет определить количество 
поглощенного нейтрофилами ФИТЦ-ЛПС.

На рис. 4 представлены результаты взаимодей-
ствия с клеткой ФИТЦ-ЛПС, его комплексов ХН 
как в культуральной среде, так и в среде, содержа-
щей белки сыворотки крови человека. 

Согласно полученным данным, ФИТЦ-ЛПС 
в составе комплекса с ХН-110 лучше взаимодейство-
вал с клеткой, чем исходный эндотоксин. Количе-
ство ЛПС в комплексе, связанного с нейтрофилом, 
увеличивалось с увеличением содержания ХН-110 
(рис. 4а). В отсутствие белков сыворотки комплек-
сы гораздо хуже поглощались клеткой, чем свобод-
ный эндотоксин и основная часть ЛПС оставалась 
на поверхности клетки. Предварительная обработ-
ка клеток 25 мкг ХН-110 (соотношение ЛПС : ХН 
1  : 1) практически не влияла на связывание и по-
ступление ЛПС внутрь клетки. При увеличении 
концентрации ХН-110 до 175 мкг/мл (соотношение 

Рис. 3. распределение по размерам частиц комплекса ЛПС : ХН-110 1 : 7 (а) и ЛПС : ХН-5 1 : 5 (б) в воде (1) и в при-
сутствии сыворотки (2).



 ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ том 60 № 2 2024

164 ДАВыДОВА и др.

ЛПС  :  ХН 1  :  7) количество, прореагировавшего 
с клеткой ФИТЦ-ЛПС, снижалось в 1.3 раза.

Добавление в исследуемую систему сыворот-
ки крови человека значительно повышало коли-
чество связанного с клеткой ЛПС. В этом случае 
интенсивность флуоресценции нейтрофилов, об-
работанных комплексами ЛПС :  ХН-110 1 : 1 и 1 : 5 
была в 3.5–4.0 раза выше, чем в  системе не содер-
жащей белки сыворотки (рис. 4а, б). При этом ос-
новная часть ЛПС в составе комплекса поступала 
внутрь нейтрофила. Вероятно, в данном случае 
белки сыворотки проявляли свою опсонизирую-
щую способность, стимулируя фагоцитоз частиц. 
Предварительная обработка клеток ХН-110 в систе-
ме, содержащей сывороточные белки, также стиму-
лировала прикрепление и последующее проникно-
вение ФИТЦ-ЛПС в клетку (рис. 4б). 

При взаимодействии с нейтрофилами ком-
плексов ЛПС  :  ХН-5 увеличение интенсивности 

флуоресценции наблюдалось только для комплекса 
с высоким содержанием ХН-5 (1 : 5) (рис. 4в). При 
предварительной обработке клеток ХН-5 (25 мкг/мл) 
ингибировал прикрепление ФИТЦ-ЛПС к нейтро-
филам, а при увеличении концентрации ХН-5 до 
125 мкг/мл, в отличие от ХН-110, ингибирования 
связывания ЛПС с клеткой не наблюдалось. Внесе-
ние в среду белков сыворотки в случае ЛПС : ХН-5 
(рис. 4г) так же, как и в случае комплексов с ХН-110, 
способствовало их интернализации в клетку. Од-
нако количество ФИТЦ-ЛПС в составе комплекса, 
прореагировавшего с клеткой, было меньше, чем 
в случае комплексов с ХН-110. Необходимо отме-
тить ингибирующее действие при предварительной 
обработке клеток ХН-5, в отличие от ХН-110, сохра-
нялось и в присутствии белков сыворотки.

Цитокин-индуцирующая активность. Хорошо из-
вестно, что ЛПС обладает способностью стимули-
ровать синтез цитокинов в клетках макроорганизма. 
При высоких концентрациях эндотоксина в кровотоке 

Рис. 4. Взаимодействие ЛПС E. coli (1), комплексов ЛПС : ХН с нейтрофилами крови человека (2) и ЛПС с нейтро-
филами, преинкубированными с ХН (3): а, в – инкубация нейтрофилов с образцами (30 мин); б, г – то же с добав-
лением сыворотки крови человека (30 мин). I – суммарная флуоресценция ФИТЦ-ЛПС (ОИФ), прореагировавшего 
с нейтрофилом; II – флуоресценция ФИТЦ-ЛПС, поглощенного нейтрофилом. ОИФ ФИТЦ-ЛПС (1), прореаги-
ровавшего с нейтрофилами, принимали за 100%. (*разница между образцами 2, 3 и ЛПС статистически достоверна, 
р < 0.05). 
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наблюдается гиперактивация иммунной системы, со-
провождаемая тяжелыми осложнениями [6]. 

На рис. 5 представлены результаты изучения 
влияния ХН на способность ЛПС индуцировать 
синтез провоспалительного цитокина – фактора 
некроза опухоли-α (ФНО-α) в клетках цельной 
крови человека. Из всех исследованных образцов 
наибольшей активностью обладал ЛПС. Хитозан 
имел более низкую (в 2–4 раза) активность, чем 
ЛПС, при этом ХН-5 почти в 2 раза активнее ХН-
110. Способность ЛПС стимулировать синтез ФНО 
в комплексах с ХН-110 снижалась на 75%, незави-
симо от соотношения компонентов. ХН-110 про-
являл ингибирующую активность как в составе 
комплекса, так и при предварительной обработ-
ке клеток. ХН-5 менее эффективно снижал цито-
кин-индуцирующую активность ЛПС – статисти-
чески достоверное снижение содержания ФНО-α 
наблюдалось только при соотношении ЛПС : ХН-5 
1 : 1 как в комплексе, так и при предварительной 
обработке клеток олигохитозаном.

В результате проведенных экспериментов уста-
новлено, что присутствие в культуральной среде 
белков сыворотки сильно влияло на способность 
ЛПС взаимодействовать с клетками иммунной си-
стемы. Так, было показано, что в отсутствии сыво-
роточных белков ЛПС в комплексе с ХН-110 более 
эффективно связывался с нейтрофилами, но при 
этом его поступление внутрь клетки уменьшалось 
(рис. 4а). Этот результат может быть связан с уве-
личением доступности эндотоксина для взаимо-
действия за счет изменения его надмолекулярной 
структуры в результате образования комплекса с 
ХН либо с присутствием на поверхности клетки 
сайтов связывания ХН. В пользу последнего пред-
положения может свидетельствовать высокий за-
ряд комплексов ЛПС : ХН-110 [11] и тот факт, что 

предварительная инкубация клеток с ХН-110 отме-
няла его стимулирующий эффект и даже ингиби-
ровала связывание ЛПС с нейтрофилами (рис. 4б), 
возможно, из-за существования общих для компо-
нентов комплекса клеточных рецепторов (напри-
мер, CD14) [26]. Олигохитозан менее эффективно 
стимулировал связывание ЛПС с клеткой. Вероят-
но, он имеет существенно более низкую по отно-
шению к специфическим рецепторным молекулам, 
чем более высокомолекулярный ХН. В присутствии 
сыворотки резко увеличивалось поглощение ЛПС 
в комплексе с ХН-110. Этот эффект сохранялся, но 
в меньшей степени и при преинкубации клеток с 
хитозаном (рис. 4б). При этом количество ЛПС 
на поверхности клетки резко падало. Как резуль-
тат, активация внеклеточным ЛПС сигнальных пу-
тей, обеспечивающих синтез провоспалительных 
цитокинов через внешние рецепторы (в частности 
TLR4), также должна была резко снижаться. Одна-
ко могла расти продукция цитокинов, опосредован-
ная связыванием ЛПС с каспазой [10], что не всегда 
могло компенсировать это падение. В настоящей 
работе было зафиксировано уменьшение секреции 
клеткой ФНО-α при действии ХН (рис. 5). Это в 
свою очередь может быть связано с тем, что не весь 
поглощенный ЛПС может поступать в цитозоль и, 
скорее всего, это имеет место в настоящей работе. 
Кроме того, не исключается возможность ингиби-
рования связывания ЛПС с каспазой в результате 
образования прочного комплекса с хитозаном. 

ФИНАНСИрОВАНИЕ рАБОТы. Данная ра-
бота финансировалась за счет средств бюджета ин-
ститута (Тихоокеанский Институт биоорганиче-
ской химии им. Г.Б. Елякова ДВО рАН). Никаких 
дополнительных грантов на проведение или руко-
водство данным конкретным исследованием полу-
чено не было.

Рис. 5. Продукция ФНО-α клетками цельной крови человека, стимулированная ЛПС (1), ХН (2), комплексами 
ЛПС : ХН (3) и ЛПС после преинкубации (10 мин) клеток с ХН (4): а – ХН-110; б – ХН-5 (концентрация: ЛПС – 
100 нг/мл, ХН – 100 нг/мл (I), ХН-110 − 700 нг/мл, ХН-5 – 500 нг/мл (II). (*разница между образцами и ЛПС ста-
тистически достоверна, р < 0.05).
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Influence of  Chitosanon on the Ability of LPS to Interact with Cells  
of the Immune System
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Complexes of lipopolysaccharide (LPS) from the bacterium Escherichia coli and chitosan (CN) with 
a molecular weight of 5 kDa were obtained and their supramolecular organization was studied. Using 
atomic force microscopy, it was shown that during the formation of complexes there is a transition from 
the micellar structure of the original LPS to linear network structures uniformly distributed over the 
surface of mica. The stability of LPS-CN complexes of various stoichiometries in biological media in the 
presence of serum proteins was investigated. It was shown that complexes with an LPS : CN ratio of 1 : 1 
in the presence of serum proteins lost their surface charge and tended to aggregate; while complexes with 
maximum saturation of CN (1 : 5) did not aggregate under these conditions and maintained their surface 
charge. The effect of CNs of different molecular weights on the ability of LPS to interact with neutrophils 
in human whole blood was studied. It was observed that LPS-CN complexes were capable of binding to 
neutrophils and entering the cell, and this ability was enhanced in the presence of serum proteins. Chitosan 
exhibited the ability to suppress the synthesis of the proinflammatory cytokine TNF-α, induced by LPS, 
not only as part of the complex but also when cells were pretreated with a polycation.

Keywords: lipopolysaccharide, endotoxin, chitosan, supramolecular organization, cytokine-inducing activity



 

167

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ, 2024, том 60, ¹ 2,  с.  167–176

В настоящее время вопросам рационального ис-
пользования природных ресурсов и выделения из 
них природных полимеров, к которым относятся 
полисахариды и  их производные, уделяется осо-
бое внимание. Хитин — один из наиболее распро-
страненных в природе полисахаридов. Ежегодный 
биосинтез хитина превышает 100 млрд т. Синтез 
хитина происходит в особых клеточных органеллах 
(хитосомах) с участием фермента хитинсинтетазы 
путем последовательного переноса остатков N-а-
цетил-D-глюкозамина из уридиндифосфат-N-аце-
тил-D-глюкозамина на растущую полимерную цепь 
[1].

Получаемый из хитина хитозан и его произво-
дные обладают бактерицидными, антибактери-
альными, противораковыми и противовирусными 
эффектами, включая способность индуцировать 
агрегацию эритроцитов, способствовать активации 
тромбоцитов, активировать системы комплемента 
и др. [2–4]. Хитозан и его производные могут ши-
роко использоваться в качестве нетоксичных или 
малотоксичных антибактериальных материалов 
[5, 6]. Антибактериальные материалы можно отне-
сти к новому классу функциональных материалов, 
способных подавлять микробный рост [7]. В каче-
стве сырья для производства хитина (ХТ) и хитоза-
на (ХЗ) используют отходы промысловых панцир-
ных ракообразных, однако существуют ограничен-
ные объемы их вылова.

В Узбекистане традиционно развито производ-
ство шелка, поэтому отходы его переработки  —
куколки тутового шелкопряда (КТШ) Bombyx 
mori — могут также быть источником для выделе-
ния природного полисахарида ХТ, модификацией 
которого можно синтезировать не менее востре-
бованный ХЗ. Это тем более актуально, посколь-
ку речь идет о  таких отходах возобновляемого 
местного сырья, которые накапливаются в доста-
точных количествах (10 000–15 000 т в год) после 
переработки натурального шелка. В КТШ Bombyx 
mori содержится до 50–53% белков, 18–25% жиро-
восковых веществ, помимо этого покров куколки 
состоит из ХТ, из которого в дальнейшем можно 
синтезировать ХЗ [8, 9]. Химический состав ХТ, 
выделяемого из КТШ Bombyx mori, в  значитель-
ной степени зависит от зрелости личинок и пол-
ноценного формирования хитинового покрова, 
жесткости химической обработки при отделении 
шелкового волокна кокона от куколки, сорта гре-
ны и т. д.

Актуальность исследований по синтезу и  мо-
дификации новых природных полимеров привела 
к поиску новых сырьевых источников, в частно-
сти в  регионе Аральского моря. Однако Араль-
ское море как среда обитания гидробионтов зна-
чительно изменилось в последние годы: изменился 
ионный состав воды, резко повысилась соленость, 
уменьшилось поступление биогенных элементов. 

DOI: 10.31857/S0555109924020063  EDN: GAGJUR

Из отходов производства шелка выделен хитозан Bombyx mori, охарактеризован его химический со-
став, определена молекулярная масса и степень деацетилирования хитозана, исследованы антибакте-
риальные и иммунологические свойства. Выявлено, что хитин и хитозан обладали антибактериальной 
активностью по отношению к Staphylococcus aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus, Bacillus subtilis. Хи-
тозан B. mori обладал также способностью увеличивать иммунный отклик живой системы: повышал 
число клеток как в центральных (тимус, костный мозг), так и в периферических (лимфатические 
узлы) органах иммунитета у мышей. Впервые получен хитозан из гидробионтов Аральского моря — 
цист Artemia parthenogenetica, исследован его состав и основные физико-химические характеристики. 
ИК-спектроскопические и рентгенологические исследования хитозана из цист Artemia parthenogenetia 
показали его чистоту. Определена молекулярная масса — 89 кДа и растворимость — 81.62%.
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Начиная с 2000 г. на Аральском море проводились 
широкомасштабные акклиматизационные работы 
по направленному формированию фауны беспо-
звоночных, которые увенчались успехом. Аккли-
матизанты заняли ведущие места в  зоопланкто-
не (Artemia parthenogenetica, Сalanipeda aquaedulcis) 
и  зообентосе (Nereis diversicolor и  Syndosmya 
segmentum). Причем по мере осолонения моря 
их доля в  общей биомассе зоопланктона и  зоо-
бентоса постоянно увеличивается [10, 11]. Среди 
беспозвоночных, представленных в соленых водо-
емах Приаралья, вид A. parthenogenetica становится 
сейчас доминантным в зоопланктоне вследствие 
высокой минерализации водной среды. Рачки 
A.  parthenogenetica стали практически единствен-
ным, успешно размножающимся видом в Араль-
ском море, запасы которого в настоящее время до-
стигают промысловых объемов.

Особую ценность представляют цисты, которые 
содержат высокий уровень полноценного белка, 
весь комплекс незаменимых аминокислот, водо- 
и жирорастворимых витаминов, легкоусвояемых 
липидов, полиненасыщенных жирных кислот, ма-
кро- и микроэлементов, стимуляторов роста, ан-
тиоксидантов [12], что позволит создать широкий 
ассортимент биопродуктов.

Благодаря высоким адаптационным свойствам 
A. parthenogenetica динамично меняет свой биохи-
мический состав в зависимости от места обитания, 
качества пищи и времени сбора.

Цель исследования — подбор оптимальных ус-
ловий выделения ХТ и синтеза ХЗ, сравнительное 
исследование химического состава выделяемого 
ХТ из двух различных источников (традиционно-
го и вновь обнаруженного) и синтезированного ХЗ, 
а также исследование их биологической и иммуно-
логической активности.

МЕТОДИКА

Хитинсодержащее сырье обрабатывалось по 
стандартным методикам [13, 14]. В  качестве сы-
рья для получения ХЗ использовали КТШ Bombyx 
mori, которые не содержали посторонних приме-
сей, имели влажность 2–3%. Кондиционная масса 
КТШ, взятых для проведения работы, составляла 
1.066 кг.

Выделение хитина и синтез хитозана Bombyx mori. 
КШТ (100 г) обрабатывали 1.0%-ным раствором 
NaOH (1000 мл) при постоянном перемешивании 
и температуре 60 C, выдерживали в течение 3–4 ч. 
ХТ отделяли фильтрованием через стеклянный 
фильтр (размер пор 125–130 мкм), промывали ди-
стиллированной водой до рН 7.0 и высушивали на 
воздухе до постоянной массы.

Для получения ХЗ использовали гетерогенное 
деацетилирование концентрированной 30–50%-
ной щелочью NaОН. Соотношение твердой фазы 

к раствору составляло 1 : 10, процесс осуществляли 
при температуре 120–130 C в течение 180 мин. Далее 
реакционную смесь промывали водой до нейтраль-
ной рН. Полученный продукт центрифугировали 
и высушивали при температуре 90–100 C. В зави-
симости от температуры и длительности процесса 
получали ХЗ различной молекулярной массы и СДА.

Выделение хитина и  получение хитозана 
A.  parthenogenetica. Для выделения ХТ использо-
вались цисты A. parthenogenetica, измельченные до 
40 мкм с влажностью 8–10%. Депротеинизацию 
сырья осуществляли путем обработки 3–4%-ным 
раствором NaОН при температуре 90–100 C и по-
стоянном перемешивании в течение 3 ч. Демине-
рализацию осуществляли путем обработки 1.0 М 
раствором соляной кислоты при постоянном пе-
ремешивании в  течение 2–4 ч при комнатной 
температуре.

Синтез ХЗ A. parthenogenetica осуществляли по 
той же методике, которую использовали для полу-
чения ХЗ Bombyx mori.

Очистка хитозана. Очистку ХЗ проводили по 
разработанной методике, которая заключалась 
в предварительном растворении ХЗ в 2%-ной ук-
сусной кислоте, коагуляции и осаждении хитозана 
из раствора NaOH при рН 8–9, промывке водой 
и  спиртом-ректификатом, центрифугировании 
и лиофильной сушке образца [15].

Для определения молекулярной массы готовили 
0.5%-ный раствор ХЗ в 0.33 М ацетатном буферном 
растворе, рН 3.7. Молекулярную массу рассчиты-
вали по формуле Марка–Куна–Хаувинка [16]:

Мη η α = [ ]( )/ / ,К 1

где К = 1.4 × 10–4 и α = 0.83.
Степень деацетилирования (СДА) образцов 

определяли кондуктометрическим титрованием на 
приборе “Mettler-Toledo AG” (“Analytical CH-8603 
Schwerzenbach”, Швейцария) с  использованием 
в качестве титранта 0.1 М раствора NaOH для ХЗ, 
растворенного в 0.1 М растворе HCl, и рассчиты-
вали по формуле [17]:
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где Nаm — содержание аминного азота.
Определение зольности проводили по следую-

щей методике. Навеску образца (0.1–0.5 г) поме-
щали в предварительно прокаленный и взвешен-
ный фарфоровый тигель, который осторожно на-
гревали до 500 C. Сожжение образца проводили до 
постоянной массы. По окончании сжигания тигель 
охлаждали в эксикаторе и взвешивали. Зольность 
образца (Z) вычисляли по формуле:

Z m g% / ,( ) = × 100
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где m — масса вещества после сожжения, г; g — на-
веска образца, г [18].

Для определения растворимости ХЗ в стеклян-
ную колбу вносили навеску образца (0.1–0.5 г), 
добавляли 100 мл 2%-ной CН3СООН и перемеши-
вали до полного его растворения. Затем рабочий 
раствор отфильтровывали через фильтр Шотта 
и высушивали при 104 C в течение 2 ч [19].

Растворимость (Р) определяли по формуле:
Р (%) = [(g – m)/g]×100, 

где g — навеска вещества, г; m — количество веще-
ства на фильтре, г.

ИК-спектроскопические исследования про-
водили на ИК-Фурье-спектрометре “Inventio-S” 
(“Bruker”, Германия) в  диапазоне от 500 до 
4000 см-1 со спектральным разрешением 2 см-1. Об-
разцы готовили в виде таблеток с KBr под давлени-
ем 7 × 108 Па.

Рентгенографические исследования проводили 
на приборе “Miniflex 600” (“Rigaku”, Япония) с мо-
нохроматизированным Cu-Kα-излучением. Содер-
жание общего азота в ХТ и ХЗ определяли методом 
Дюма [20] путем сжигания навески в кварцевой 
трубке в атмосфере двуокиси углерода.

Определение антимикробной активности. Чув-
ствительность микроорганизмов к хитину и хито-
зану определяли диско-диффузионным методом. 
Для исследования готовили свежие 18-часовые 
культуры микроорганизмов, относящиеся к грам-
положительным коккам, грамотрицательным 
бактериям и  грибам. На поверхность подсушен-
ной питательной среды Мюллер–Хинтона в чаш-
ке Петри вносили 1–2 мл исследуемой культуры 
(по стандарту мутности 1.0 × 106 клеток), равно-
мерно распределяли, избыток удаляли пипеткой. 
Параллельно с  этим в  отдельных пенициллино-
вых флаконах готовили исследуемые растворы ХТ 
(растворитель — диметилацетамид c добавлением 
3% LiCl) и ХЗ (растворитель — уксусная кислота) 
в концентрации 1–5–10 мг/мл. В качестве контро-
ля использовали 2%-ную уксусную кислоту. После 
посева чашки Петри подсушивали при комнатной 
температуре в течение 10–15 мин, затем стериль-
ным пинцетом подготовленные бумажные диски, 
пропитанные растворами ХЗ, выкладывали на 
поверхность питательной среды, засеянной опре-
деленной культурой (на чашку не более 6 дисков). 
Чашки ставили в термостат при температуре 37 C, 
инкубировали в  течение 18–24 ч. По истечении 
срока инкубации оценивали результат, помещая 
чашки на темную матовую поверхность. С помо-
щью специальной линейки измеряли диаметр зоны 
задержки роста микробов вокруг дисков, включая 
диаметр самих дисков с  точностью до 1  мм. Ис-
пользовали штаммы микроорганизмов из Нацио-
нальной коллекции НИИ микробиологии, эпиде-
миологии и инфекционных болезней Минздрава 

(Республики Узбекистан). Исследования проводи-
ли в Ташкентской медицинской академии.

Содержание лабораторных животных и обраще-
ние с ними осуществлялись в соответствии с тре-
бованиями положения “Европейской конвенции 
о защите позвоночных животных, используемых 
для экспериментальных и других научных целей”.

Определение иммунологических и гематологиче-
ских показателей в  эксперименте. В  качестве ан-
тигена использованы эритроциты барана (ЭБ), 
которые брали у животных из яремной вены в сте-
рильные флаконы со стеклянными бусами. Перед 
иммунизацией их 2–3 раза центрифугировали в те-
чение 10 мин при 1000 об./мин и в дозе 2 × 107 вво-
дили мышам однократно внутрибрюшинно.

В периферической крови иммунизированных 
мышей определяли титр антител к ЭБ, количество 
эритроцитов и лейкоцитов.

Статистическая обработка материала. Получен-
ные данные подвергались статистической обра-
ботке с  использованием прикладных программ 
статистического анализа MS Excel с вычислением 
среднеарифметической ошибки (М), среднего ква-
дратичного отклонения (σ), стандартной ошибки 
(m), относительных величин (%). Статистическая 
значимость полученных измерений при сравне-
нии средних величин определялась по критерию (t) 
Стьюдента. За статистически значимые изменения 
принимали уровень достоверности p ± 0.05.

РЕЗУлЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Выделение хитина и синтез хитозана из цист рач-
ка A. parthenogenetica Аральского моря. В качестве 
сырья для получения ХЗ использовали цисты, для 
которых была использована модифицированная 
методика по выделению ХТ из КТШ Bombyx mori. 
Отличающим параметром для выделения ХТ из 
цист является стадия деминерализации сырья, так 
как, в отличие от КТШ, цисты довольно сильно 
минерализированы, поскольку это определялось 
соленостью водной среды Арала. Показано, что для 
получения однородных по свойствам ХТ и ХЗ тре-
буются индивидуальные режимы обработки. Ха-
рактеристики полученных образцов ХТ и ХЗ пред-
ставлены в табл. 1.

Элементный анализ образцов выделенных ХТ 
показал, что содержание азота во всех образцах 
колебалось от 6.30 до 6.83%, что близко к теорети-
ческим значениям и свидетельствовало о высокой 
степени чистоты полученных образцов. Содержа-
ние зольности в образцах ХТ и ХЗ, выделенных 
из цист A. parthenogenetica, незначительное, от 1.10 
до 1.83% соответственно, что допустимо и  соот-
ветствует данным, полученным при исследовании 
цист Artemia sp. [21], что также подтверждает факт 
получения достаточно чистых образцов ХТ и ХЗ.
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Как видно из табл. 1, по результатам элементно-
го анализа полученные образцы ХЗ соответствуют 
показателям на ХЗ, отраженным в работе [14, 22]. 
Так, зольность в  ХЗ из цист A. parthenogenetia 
Аральского моря составляет 1.83%, а содержание 
азота увеличивалось до 8.28%, что также близко 
к теоретическим значениям содержания азота в ХЗ, 
получаемым из различных источников [1, 14]. Эти 
показатели свидетельствовали о достаточной чи-
стоте полученных образцов, что зависело от усло-
вий его синтеза.

ХЗ из цист A. parthenogenetia характеризовал-
ся невысокой молекулярной массой 89 кДа, ко-
торая свидетельствовала о  незавершенном фор-
мировании ХТ цист, степенью деацетилирования 
72% и хорошей растворимостью — 81.62%, то есть 
в данных условиях возможно получение ХЗ с опре-
деленными характеристиками.

Рентгенофазный анализ образцов показал, что 
на дифрактограммах ХТ из цист наблюдались кри-
сталлические рефлексы с максимумами при 2θ = 
9.5 , 19.5  в  рассмотренном интервале углов рас-
сеяния. Наиболее интенсивный максимум, на-
блюдаемый при 2θ = 19.5 , относился к кристал-
лографическому рефлексу (110). Рентгенофаз-
ный анализ показал, что ХТ, выделенный из цист 

A. parthenogenetia Аральского моря (рис. 1), суще-
ствует в двух полиморфных модификациях, кото-
рые имеют различные кристаллические сингонии. 
Первая фаза — α-хитин с орторомбической син-
гонией  — имеет параметры решетки: a = 4.85 Å, 
b = 19.05 Å, c = 9.31 Å, α = β = γ = 90.00 . Вторая 
фаза — β-хитин с параметрами решетки: a = 9.55 Å,  
b = 2.98 Å, c = 10.41 Å, α = γ = 90.00°, β = 97.43  
обладает моноклинной сингонией. В образце ХТ, 
выделенного из цист, 65% кристаллической фазы 
имеет моноклинную сингонию, которая соответ-
ствует β-фазе, а 35% имеет орторомбическую син-
гонию, соответствующую α-фазе. Это подтвержда-
ет полиморфность образца хитина из цист.

Рентгенофазный анализ ХЗ из цист показал, что 
в образце существуют кристаллы с триклинной и мо-
ноклинной сингониями. ХЗ с триклинной сингони-
ей имел параметры решетки: a = 2.63 Å, b = 9.01 Å,  
c = 16.19 Å, α = 75.80 , β = 105.00 , γ = 98.00 . Сте-
пень кристалличности при переходе ХТ в ХЗ умень-
шалась, что хорошо согласовывалось с литератур-
ными данными [23, 24].

ИК-спектроскопические исследования ХТ, по-
лученного из цист, выявили в спектре широкую 
полосу поглощения 3109–3600 см-1 с максимумом 
в области 3444 см-1 за счет валентных колебаний 

Таблица 1. Качественные характеристики хитина и хитозана из цист A. Parthenogenetia и Bombyx mori

Образец хитина, цвет Влажность, 
%

Зольность, 
%

Содержание 
азота, % Выход, %

Хитин из цист (темно-зеленый порошок) 8–10 1.10 6.30–6.83 3–10.5
Хитозан из цист (желтый порошок) 6.0 ± 0.8 1.83 ± 0.4 8.28 3.0 ± 0.8
Хитозан Bombyx mori технический (коричневый порошок) 9.47 4.20 8.15 –
Хитозан Bombyx* mori очищенный (светло-бежевый порошок) 10.55 2.01 8.52 66.0

*Показатели для очищенного хитозана обр. № 5.

Рис. 1. Дифрактограммы хитина (1) и хитозана (2) из цист Аральского моря.
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межмолекулярных и внутримолекулярных связан-
ных ОН-групп и симметричных колебаний N–H 
аминогрупп (рис. 2). Наблюдалась полоса погло-
щения при 1653см-1 — амид I (валентные колеба-
ния С=О групп). Полоса поглощения при 1561см-1 
вызвана угловой деформацией N–H аминогруппы. 
Полосы 1075 и 1029 см-1 соответствуют валентным 
колебаниям групп С–О, то есть в ИК-спектре на-
блюдались все пики, характерные для ХТ, которые 
соответствуют литературным данным [25].

В ИК-спектре ХЗ выявлены валентные колеба-
ния СН–СН2-групп в области 2925, 2923 и 2855 см-1. 
Присутствовали также полоса поглощения в обла-
сти 1658  см-1, которую можно объяснить осевым 
растяжением связей С=О ацетамида (амид I), и по-
лоса при 1596 см-1 — угловая деформация N–H ами-
ногруппы (амид II), а также интенсивные полосы 
поглощения различных деформационных колеба-
ний в области 1382–1200 см-1, то есть наблюдались 
все полосы поглощения, характерные для ХЗ.

При изучении качественного состава цист арте-
мии Аральского моря было обнаружено, что в них 
содержались основные виды макро- и микронутри-
ентов: белки  — до 49%, липиды  — до 16%, угле-
воды — до 30%, водорастворимые витамины — В1, 
В2, РР, В6, С, микроэлементы в достаточно боль-
шом количестве, а также эссенциальные макроэ-
лементы — К, Са, Мg, Na, Р [26]. Такой исходный 
состав источника сырья может служить предпо-
сылкой для создания в дальнейшем производства 

нутрицевтиков и БАДов в экологически кризисных 
зонах Приаралья.

Таким образом, результаты проведенного иссле-
дования показали, что получены ХТ и ХЗ достаточ-
ной степени чистоты из нового источника — цист 
A. parthenogenetia Аральского моря, исследованы 
физико-химические свойства образцов. Использо-
вание нового сырья в качестве источника ХТ по-
зволит увеличить производство этого природного 
биополимера и его производных и расширить ас-
сортимент используемого сырья. Получение биоло-
гически активных природных полимеров из отходов 
переработки шелка, обладающих ценными функци-
ональными свойствами, является востребованным 
для Узбекистана. Отходы — куколки тутового шел-
копряда (КТШ) — представляют природный компо-
зит из хитина, липидов и белка и составляют около 
50% от массы коконной оболочки. При производ-
стве шелка волокнистые отходы используют на 30%, 
а  куколки практически не используют. Поэтому 
в данной работе приводятся исследования по полу-
чению ХЗ из КТШ и исследование его физико-хи-
мических и биологических свойств.

Выделение хитина и  синтез хитозана из КТШ 
Bombyx mori. Для получения ХЗ из КТШ необходимо 
было последовательно отделить белковую и мине-
ральную составляющие сырья, перевести их в рас-
творимое состояние и удалить [8]. ХТ и ХЗ выделя-
ли из КТШ путем очистки и переработки исходно-
го сырья, что позволило выявить наиболее общие 
и важные параметры при получении ХТ и ХЗ.

Рис. 2. ИК-спектры: ХТ (1) и ХЗ (2) из цист Аральского моря.
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Процесс щелочного деацетилирования имел 
ряд особенностей. Высокая устойчивость ХТ к де-
ацетилированию объясняется наличием водород-
ной связи между карбонильной группой и азотом 
амидной группы [27]. Для разрушения этой проч-
ной связи процесс вели при повышенной темпе-
ратуре. С увеличением температуры степень деа-
цетилирования достигала предельного значения, 
но при этом снижалась молекулярная масса, поэ-
тому для каждого вида сырья подбирались инди-
видуальные режимы при сохранении общеприня-
тых принципов. При проведении синтеза при 120
C СДА и ММ полученных образцов ХЗ составляли 
95% и 100 кДа соответственно (табл. 2).

Изучено влияние температуры и времени реак-
ции, а также концентрации щелочи на молекуляр-
ные характеристики ХЗ. Показано, что увеличение 
концентрации щелочи в  диапазоне 35–50% обу-
словливало увеличение степени деацетилирования 
ХЗ от 60 до 95%, увеличение времени реакции с 90 
до 180 мин приводило к снижению молекулярной 
массы от 115 до 100 кДа.

Было изучено влияние температуры реакции на 
молекулярную массу и скорость деацетилирования 
полученного ХЗ. Обнаружено, что значительное 
уменьшение молекулярной массы и приведенной 
вязкости ХЗ происходит с повышением темпера-
туры реакции, что свидетельствовало о частичной 
деструкции ХЗ. Однако при высокой температуре 
происходило ускорение реакции деацетилирова-
ния, при этом содержание общего азота и свобод-
ных аминогрупп увеличивалось (табл. 3).

Результаты показали, что присутствие 50%-ного 
NaOH, продолжительность реакции 3 ч и темпера-
тура 120 C являются оптимальными параметра-
ми для проведения реакции деацетилирования 
ХТ и получения ХЗ из КТШ с высокой степенью 
деацетилирования. Полисахарид ХЗ характери-
зовался химической неоднородностью, широким 
молекулярно-массовым распределением и содер-
жал небольшое количество минеральных приме-
сей. Для дальнейшего использования необходимо 
было провести очистку ХЗ от примесей последо-
вательным растворением технического хитозана 

Таблица 2. Влияние условий реакции на свойства хитозана B. mori (соотношение ХТ : NaOH = 1 : 10, 
температура 120 C)

Условия деацетилирования хитина Физико-химические свойства хитозана
NaOH, % Время, мин N,% СДА, % NН2, % Молекулярная масса, кДА

50 180 8.5 95 7.4 100
50 120 8.2 87 7.10 110
50 90 7.4 66 4.2 115
40 180 8.0 70 5.6 130
40 120 7.2 67 4.8 140
30 180 6.8 60 4.1 125

Таблица 3. Характеристики хитозана, полученного при различных температурах проведения реакции 
деацетилирования хитина (соотношение ХТ : NaOH = 1 : 10, продолжительность реакции 180 мин)

Температура, С NH2, % Общий азот, % СДА, % [ή], г/дл ММ, кДа
120 7.10 8.20 87 2.20 110
100 6.60 7.95 83 2.24 116
85 4.96 6.52 76 2.80 151
60 4.20 6.50 66 2.90 160

Таблица 4. Физико-химические характеристики очищенного ХЗ из отходов производства шелка

Показатель Технический 
хитозан

Очищенный хитозан, № 
1 2 3 4 5

Содержание азота, % 8.15 8.28 8.48 8.35 8.49 8.52
Растворимость в 2%-ной СН3СООН, % 78.50 96.70 98.37 98.22 98.83 98.85
Зольность, % 4.20 2.13 1.79 1.43 1,61 2.01
Влажность, % 9.47 11.85 11.17 10.78 10.34 10.55
СДА, % 70.50 77.20 88.30 81.10 88.80 90.50
ММ, кДа 140 135 127 120 125 109
Выход, % – 62.5 65.8 63.7 67.2 66.0
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в 2%-ной уксусной кислоте и осаждением 0.5 N 
NaOH при рН 8–9, промывкой до рН 7 и  лио-
фильной сушкой. При проведении очистки было 
получено пять образцов ХЗ (табл. 4). Очищенный 
ХЗ имел размер частиц 0.2–0.6 мм и выход 62–67%, 
pН 1%-ной водной суспензии полученных об-
разцов хитозана не более 7.5. Содержание азота 
и растворимость полученных образцов достигало 
8.28–8.52 и 96.7–98.85% соответственно. Уменьше-
ние зольности образцов с 4.2 до 1.43–2.13% также 

свидетельствовало об увеличении чистоты образца. 
Степень деацетилирования очищенных образцов 
ХЗ всех партий составляла 77–90%, молекулярная 
масса колебалась в  пределах 109–135 кДа. Усло-
вия проведения очистки хитозана принципиально 
не различались, поэтому все партии полученного 
ХЗ имели близкие показатели. Однако, в зависи-
мости от СДА, наблюдались небольшие различия 
по растворимости и  молекулярной массе образ-
цов. Очевидно, на эти параметры повлияло время, 

Рис. 3. ИК-спектр хитозана B. mori. 

Таблица 5. Антимикробная активность хитина B.mori

Вид Контроль – ДМАА
Хитин

0.5% 1.0% 2.0%

S. aureus, № 2000, рег.004870 8.0 ± 0.3 8.0 ± 0.2 10.0 ± 0.1 13.0 ± 0.1

S. epidermidis, № 12, рег.004705 8.0 ± 0.1 15.0 ± 0.3 18.0 ± 0.2 24.0 ± 0.5

S. saprofiticus, № 121, рег.002771 0 13.0 ± 0.1 14.0 ± 0.2 18.0 ± 0.2

E. сoli лП, № 051, рег.002839 10.0 ± 0.2 10.0 ± 0.1 20.0 ± 0.4 25.0 ± 0.5

P. vulgaris, № 49, рег.005047 0 10.0 ± 0.2 16.0 ± 0.2 18.0 ± 0.2

P. aerogenosa, № 237, рег.003480 0 5.0 ± 0.1 5.0 ± 0.1 8.0 ± 0.1

C. albicans, № 10, рег.003848 0 0 0 5.0 ± 0.1

B.subtilis, № В-1, рег.003591 0 10.0 ± 0.2 7.0 ± 0.1 5.0 ± 0.1

Примечание: зоны задержки роста представлены в мм.
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необходимое для коагуляции очищенного ХЗ. Для 
дальнейших исследований использовали образец 
очищенного хитозана № 5 с  ММ 109 кДА, СДА 
90.5% и растворимостью 98.85%.

Получение ХЗ из ХТ было доказано данны-
ми ИК-спектроскопии и  элементного анализа. 
В ИК-спектре ХЗ присутствуют характерные по-
лосы поглощения при волновых числах 3450, 2923 
и 2845 см-1, соответствующие валентным колебани-
ям OH-, NН- и СН-, СН2-групп (рис. 3).

Выраженные полосы поглощения при 1579 
и 1422 см-1 соответствуют деформационным коле-
баниям NH-, CN-, CO- и СН-, СН2-групп. Полосы 
поглощения, характеризующие СО-, СОС-эфир-
ные связи, наблюдаются при 1152 и 1086 см-1, также 
имеются полосы поглощения маятникового коле-
бания СН2-групп при 664 см-1.

Выделенная масса ХТ с  минеральными при-
месями составляла около 20% от общей массы 
отходов.

Антибактериальная активность — это одно из 
первых биологических свойств, которые были об-
наружены у  ХЗ. Исследованиями последних лет 
было установлено, что природные биополимеры, 
такие как ХЗ, стимулируют клеточный метаболизм 
и в первую очередь активируют функции клеток 
иммунной системы [28]. Широкий спектр действия 
препаратов объясняется тем, что роль полисахари-
дов заключается не столько в прямом воздействии 
на пораженный участок, сколько в локальной акти-
вации защитных ресурсов организма.

Полученный хитозан с молекулярной массой 
(MМ) 109 × 103 Да и степенью деацетилирования 
(СДА) 90.5% испытывали на способность подавлять 
различные штаммы микроорганизмов, относящи-
еся к  грамположительным коккам Staphylococcus 
aureus, Staphyloccocus epidermidis, Staphyloccocus 
saprophyticus, Bacillus subtilis, к  грамотрицатель-
ным бактериям: Escherichia coli, Proteus vulgaris, 
Pseudomonas aeruginosa, грибам Candida albicans. Ре-
зультаты изучения антибактериальной активности 

ХТ и ХЗ Bombyx moriпо по отношению к различным 
штаммам микроорганизмов приведены в табл. 6 и 7.

Показано, что ХТ оказал довольно выражен-
ное действие в концентрации 0.5% на микробные 
культуры, такие как S. epidermidis, S. saprophyticus, 
S. pyogenes, E. coli и P. vulgaris. Интересно отметить, 
что с увеличением концентрации этого полимер-
ного препарата от 1 до 2% антибактериальное дей-
ствие его достоверно возрастало (табл. 5).

Испытание ХЗ в концентрациях 1.0 и 0.5% пока-
зало, что этот препарат в повышенной концентра-
ции оказывался еще более эффективным, чем ХТ, 
так как к нему оказались чувствительными почти 
все группы микроорганизмов (табл. 6).

Из табл. 6 видно, что антибактериальная актив-
ность ХЗ имела тенденцию с повышением концен-
трации усиливать степень их воздействия и рас-
ширять спектр подавляемых микробов. Так, если 
в концентрации 0.5% ХЗ был активен по отноше-
нию к S. saprofiticus, S. epidermidis и S. pyogenes, то 
при повышении концентрации до 1.0% он стал ак-
тивным ко всей группе стафиллококов, грамотри-
цательным микроорганизмам E. coli, P. aeruginosa 
и  к  грибам C. albicans. ХЗ Bombyx mori проявлял 
антимикробную активность и оказывал бактери-
цидное действие как на грамотрицательные, так 
и грамположительные бактерии. Одним из поло-
жительных действий ХЗ является его антистафило-
кокковое воздействие, что, безусловно, важно при 
лечении гнойно-воспалительных заболеваний, так 
как стафилококк занимает ведущее место в этиоло-
гии гнойных заболеваний.

Механизм действия природных полисахаридов 
на центральные и периферические органы имму-
нитета, кроветворные стволовые клетки, иммун-
ную систему в целом еще недостаточно изучен. Ре-
шение этих вопросов позволит разработать новые 
высокоэффективные лекарственные препараты 
как для лечения, так и для профилактики различ-
ных состояний.

Было изучено влияние ХЗ на иммунологиче-
ские показатели: количество клеток в центральных 

Таблица 6. Антимикробное действие ХЗ B.mori по отношению к различным культурам

Вид Контроль — СН3СООН
Хитозан

1.0%-ный раствор 0.5%-ный раствор
S. aureus, № 2000, рег.004870 8.0 ± 0.3 20.0 ± 0.3 10.0 ± 0.1
S. epidermidis, № 12, рег.004705 8.0 ± 0.1 25.0 ± 0.5 18.0 ± 0.2
S. saprofiticus, № 121, рег.002771 0 20.0 ± 0.4 15.0 ± 0.2
E. сoli лП, № 051, рег.002839 10.0 ± 0.1 12.0 ± 0.2 8.0 ± 0.1
P. vulgaris, № 49, рег.005047 0 15.0 ± 0.2 8.0 ± 0.1
P. aerogenosa, № 237, рег.003480 0 10.0 ± 0.1 8.0 ± 0.1
C. albicans, № 10, рег.003848 0 15.0 ± 0.2 7.0 ± 0.1
B. subtilis, № В-1, рег.003591 0 10.0 ± 0.2 7.0 ± 0.1
Примечание: зоны задержки роста представлены в мм.
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и  периферических органах иммунитета, количе-
ство эритроцитов и лейкоцитов в периферической 
крови у мышей (табл. 7).

Под воздействием ХЗ число костномозговых клеток 
достоверно повышается в 1.94 раза (18.8 ± 0.5 × 106). 
ХЗ, не влияя на число клеток в  тимусе, почти 
в 2 раза повышает число клеток в костном мозге 
(табл. 7). Определено также влияние ХЗ на количе-
ство эритроцитов и лейкоцитов в периферической 
крови у мышей (табл. 8). При использовании пре-
парата уровень эритроцитов и лейкоцитов в крови 
мышей значительно повысился: ХЗ в 1.45 раза по-
вышает число эритроцитов и в 1.38 раза — число 
лейкоцитов.

На основании полученных данных можно сде-
лать заключение, что ХЗ обладал иммуностимули-
рующими свойствами, поскольку при его исполь-
зовании происходило повышение числа клеток как 
в костном мозге, так и увеличение количества лей-
коцитов и эритроцитов в периферической крови.

Изучены оптимальные условия выделения 
ценных природных биополимеров: ХЗ из цист 
A.  parthenogenetia Аральского моря и  из КТШ 
Bombyx mori. Получен ХЗ из цист A. parthenogenetia 
с молекулярной массой 89 кДа, степенью деацети-
лирования 72% и растворимостью 81.62%. Показа-
но, что возможно выделение ХЗ из КТШ достаточ-
ной степени чистоты с различной молекулярной 
массой и СДА в зависимости от условий синтеза 
и  степени очистки. ХЗ из КТШ имеет более вы-
сокую молекулярную массу 100–160 кДа, высо-
кую СДА — до 90% и растворимость 88%. Мето-
дами ИК-спектроскопии, рентгеноструктурного 
и элементного анализа показана чистота выделя-
емого ХЗ из различных источников. У ХТ из цист 
A.  parthenogenetia Аральского моря наблюдается 
два типа модификации α и β с соответствующими 
сингониями, что подтверждает его полиморфную 
структуру.

Показана антибактериальная активность ХЗ 
B. mori, которая имеет тенденцию с  повышени-
ем концентрации расширять спектр подавляемых 
бактерий и оказывать бактерицидное действие как 
на грамотрицательные, так и грамположительные 
бактерии. ХЗ B. mori оказывал иммуностимулиру-
ющее воздействие на живые организмы, что позво-
ляет рекомендовать препараты на основе ХЗ для 
укрепления иммунитета.
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Obtaining Chitosan from Chitine-Containing Uzbekistan Raw Materials   
and Research of Antimicrobial Properties

R. Yu. Milushevaа, *, G. D. Akhymbetovaа, and S. Sh. Rashidovaа
аInstitute of Polymer Chemistry and Physics of Academy of Sciences of the Republic of Uzbekistan,  

Tashkent, 100128 Uzbekistan,
* e-mail: rumilusheva@gmail.com

The optimal conditions for the isolation of valuable natural biopolymers were revealed. chitosan from 
cysts of Artemia parthenogenetia in the Aral Sea and from pupae of the silkworm Bombyx mori. Chitosan 
(Chs) was obtained from cysts of A. parthenogenetia with a molecular weight of 89 kDa, degree of 
deacetylation (DDA) — 72% and solubility — 81.62%. It has been shown that it is possible to isolate 
Chs from silkworm pupae of sufficient purity with different molecular weights and DDA depending on 
the synthesis conditions and the degree of purification. Bombyx mori Chs has a higher molecular weight 
of 100–160 kDa, a high DDA — up to 90% and a solubility of 88%. IR spectroscopy, X-ray diffraction 
and elemental analysis have shown the purity of the isolated Chs from various sources. In chitin from  
A. parthenogenetia cysts of the Aral Sea, two types of modifications α and β with corresponding syngonies 
are observed, which confirms its polymorphic structure. The antibacterial activity of B. mori Chs has 
been shown, which tends to expand the spectrum of suppressed bacteria with increasing concentration 
and have a bactericidal effect on both gram-negative and gram-positive bacteria. Chs B. mori had an 
immunostimulating effect on living organisms, which allows us to recommend drugs based on Chs to 
strengthen the immune system.

Keywords: chitosan, Bombyx mori, silk production waste, Artemia parthenogenetica, biological, immunological 
activity



 

177

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ, 2024, том 60, № 2,  с.  177–182

В  настоящее время природный полимер хи-
тозан стал наиболее востребованным биомате-
риалом в  медицине, пищевой промышленности 
и сельском хозяйстве [1–3]. Хитозан привлекает 
внимание ученых своим спектром биологической 
активности (антигрибная, антибактериальная, ан-
тивирусная, элиситорная и др.), что обусловливает 
широкое его применение в растениеводстве в каче-
стве средств, стимулирующих рост и развитие рас-
тений, а также в препаратах, защищающих многие 
сельскохозяйственные культуры от грибных, вирус-
ных и бактериальных заболеваний [4, 5].

При создании новых препаратов на основе хи-
тозана используют методические подходы, связан-
ные с  различными видами химической и  струк-
турной модификации полимера, что, как правило, 
приводит к усилению биологической активности. 
Так, например, в структуру полимерной цепи вво-
дят различные функциональные фрагменты биоло-
гически активных соединений (сигнальные моле-
кулы, антиоксиданты и др.), что придает хитозану 
совершенно новые свойства [6, 7].

Известно, что ограниченная растворимость хи-
тозана в водных средах (рН ≥ 6) вносит существен-
ные ограничения для его использования в растени-
еводстве. Проведение химической модификации 

хитозана помогает решить эту проблему. Так, кар-
боксиметилирование, сукцинилирование хитозана, 
получение его четвертичных солей обеспечивает 
растворимость полимера в более широкой обла-
сти значений рН. Еще одним приемом повышения 
растворимости хитозана является его деструкция 
вплоть до молекулярных масс порядка 5–10 кДа 
[4, 6, 8, 9].

Современным и перспективным подходом к соз-
данию препаратов для агрохимии является модифи-
кация хитозана путем формирования из него при 
нейтральных значениях рН нано- или микрочастиц 
в виде стабильной дисперсии [10]. Установлено, что 
физические, химические и, главное, биологические 
свойства наночастиц существенно отличаются от 
свойств полимеров, из которых они получаются. 
Объяснением особых свойств наночастиц служит 
сочетание их маленького размера и большой удель-
ной поверхности. Причем, чем меньше размер ча-
стиц, тем выше их способность проникать через 
биомембраны клетки, возможность доставлять био-
логически активные вещества в клетки и др. [11].

К  настоящему времени использование нано-
частиц хитозана для создания различных пре-
паратов, повышающих устойчивость растений 

DOI: 10.31857/S0555109924020073  EDN: GAAFKU

Проведена оценка антигрибной и иммуномодулирующей активности дисперсий наночастиц хитозана, 
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к биотическим и абиотическим стрессам, описано 
в многочисленных обзорных статьях [12–15].

Так, например, наночастицы хитозана были 
использованы в качестве носителей для доставки 
в клетки растений микроэлементов, питательных 
веществ, пестицидов и др. [16, 17]. В ряде работ 
продемонстрирована более высокая антибактери-
альная и фунгистатическая активность дисперсий 
наночастиц по сравнению с раствором хитозана 
[18–20]. Появились сообщения о  том, что наноча-
стицы хитозана могут действовать как иммуноло-
гический модулятор в растениях чая и пальчатого 
проса, индуцируя активность защитных ферментов 
[21, 22]. На примере Camellia sinensis впервые была 
доказана способность наночастиц хитозана усили-
вать врожденный иммунитет. Было установлено, 
что обработка листьев C. sinensis дисперсией нано-
частиц вызывает увеличение активности антиок-
сидантных ферментов, уровней фенолов и флаво-
ноидов по сравнению с контрольным опытом, где 
обработка проводилась раствором хитозана [21]. 
Кроме того, было замечено, что несмотря на то что 
и хитозан, и наночастицы связываются с поверх-
ностью листа, наночастицы имеют повышенный 
уровень внеклеточной локализации и биодоступ-
ности. Этим объясняется десятикратное снижение 
действующей концентрации и существенное повы-
шение эффективности дисперсий наночастиц.

Подтверждением эффективности использо-
вания наночастиц для повышения болезнеустой-
чивости растений являются результаты работы, 
в которой показано, что обработка семян проса 
дисперсией наночастиц индуцировала системную 
устойчивость к ложной мучнистой росе и приводи-
ла к снижению пораженности растений в 5 раз [23]. 
Об элиситорной активности наночастиц хитозана 
сообщается в работе [22], в которой авторы связы-
вают снижение проявления симптомов пирикуля-
риоза на листьях проса с применением наночастиц 
хитозана.

Из представленного небольшого обзора лите-
ратуры видно, что изучение и применение в расте-
ниеводстве наночастиц хитозана в виде дисперсий, 
обладающих разнообразной биологической актив-
ностью, является актуальной задачей.

Цель работы — оценка антимикробной и имму-
номодулирующей активности дисперсий наноча-
стиц хитозана, полученных методом дробного оса-
ждения с использованием хитозана разной моле-
кулярной массы.

МЕТОДИКА

Для получения наночастиц методом дробного 
осаждения были использованы образцы хитоза-
на с молекулярной массой 6.5, 14 и 60 кДа, ранее 
полученные по известной методике [24] из хито-
зана с молекулярной массой 150 кДа и степенью 

деацетилирования 85% (ООО “Биопрогресс”, Рос-
сия). Получения наноструктурированной формы 
хитозана и соответствующих дисперсий, а также 
их характеристика проводили в соответствии с ме-
тодикой, описанной в работе [25]. С этой целью 
к 0.1%-ному раствору хитозана в уксусной кисло-
те при постоянном перемешивании и температуре 
20 C приливали 0.1 н. раствор гидроксида калия со 
скоростью 0.2 мл/мин с использованием шприце-
вого насоса “Bestran” до достижения необходимо-
го значения рН. Далее посредством специальной 
обработки (фильтрования, действия ультразвука, 
ресуспендирования и др.) были получены образцы 
наночастиц хитозана в виде дисперсий.

Для проведения биологических испытаний ис-
пользованы два типа дисперсий наночастиц хито-
зана (НХ): дисперсии НХ и дисперсии НХ-5. Дис-
персии НХ содержали наночастицы, выделенные 
из реакционной смеси при рН 8 и промытые до 
нейтральных значений рН. Частицы в  дальней-
шем ресуспендировали в деионизированной воде 
(рН  6.5). Размер НХ в  этих дисперсиях находит-
ся в диапазоне 5–25 нм. Дисперсии НХ-5 имели 
в своем составе гелеобразные мягкие частицы диа-
метром около 100 нм, представляющие собой агре-
гаты макромолекул хитозана, а также наночастицы 
хитозана, образовавшиеся при дробном осаждении 
при рН 5. Для проведения экспериментов из “Го-
сударственной коллекции микроорганизмов, па-
тогенных для растений и их вредителей” Центра 
коллективного пользования научным оборудова-
нием “Инновационные технологии защиты расте-
ний” ВИЗР были предоставлены следующие штам-
мы фитопатогенных грибов: Alternaria solani Sorauer, 
Cohliobolus sativus (S. Itod Kurib).

Оценку антигрибной активности по отношению 
к A. solani и C. sativus (возбудители листовых пятни-
стостей широкого спектра сельскохозяйственных 
культур) проводили методом агаровых блоков [26].

При изучении прямого фунгистатического дей-
ствия исследуемых образцов методом агаровых 
блоков в теплую агаризованную среду Чапека вно-
сили дисперсию наночастиц определенного объе-
ма, рассчитывая конечную концентрацию в среде 
в  зависимости от исходной концентрации нано-
частиц. После застывания среды на поверхности 
среды помещали блоки 10-суточных микромице-
тов C. sativus и A. solani диаметром 6 мм. В качестве 
контроля служили чашки с агаризованной средой 
Чапека с блоками тест-культуры без испытуемых 
образцов. Чашки инкубировали в  темноте при 
25 C. Фунгистатическую активность оценивали по 
диаметру подавления роста тест-культуры через 3 
и 5 сут выращивания. Для этого диаметр колонии 
гриба в опытных чашках, содержащих НХ, сравни-
вали с контролем (чашки без НХ). Процент инги-
бирования роста мицелия гриба (П) рассчитывали 
относительно контроля по следующей формуле: 
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П = (Дк – Доп / Дк) × 100, где П — подавление роста 
гриба по сравнению с контролем,%; Дк — диаметр 
колонии гриба в контроле, мм; Доп — диаметр ко-
лонии гриба в опыте, мм [26].

Элиситорную активность исследуемых диспер-
сий НХ оценивали методом отделенных листьев 
[21] в  нашей модификации. Семисуточные про-
ростки пшеницы восприимчивого сорта Саратов-
ская 29 опрыскивали дисперсией НХ, дисперсией 
НХ-5 и  раствором хитозана в  ацетатном буфере 
(рН 5) за 24 ч до инокуляции патогеном C. sativus 
(4000 спор/мл). В каждом варианте опыта исполь-
зовали 100 проростков. В контроле растения обра-
батывали водой. Интенсивность развития болезни 
оценивали на 4 сутки после заражения по степени 
поражения площади листа в процентах. Элиситор-
ную активность исследуемых образцов оценивали 
по пораженности листьев растений патогеном по 
отношению к контролю.

Все биологические опыты проводили в 3-крат-
ной повторности. Полученные данные обрабаты-
вали с использованием методов описательной ста-
тистики (на основе стандартных ошибок средних 
±SEM). Уровень различий между средними значе-
ниями определяли по критерию наименьшей суще-
ственной разницы (НСР) при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Среди многообразия способов получения нано-
частиц хитозана [27–29] метод дробного осаждения 
раствора хитозана щелочью выгодно отличался от-
сутствием побочных химических процессов и мето-
дической простотой образования наночастиц хито-
зана, что делает этот способ наиболее перспектив-
ным для использования в растениеводстве [30, 31].

Особенностью получения наночастиц хитозана 
методом дробного осаждения раствора хитозана 
щелочью является большая длительность процесса 
образования наноструктурированной формы, что 
обусловлено постепенным ростом значения рН 
в системе (начальный рН 3.4) по мере добавления 
щелочи. При рН, близком к 8, весь полимер в виде 
гелеобразной массы оседал на дно. Осадок, про-
мытый до нейтрального рН и ресуспендированный 
в деионизированной воде (рН 6.5), представлял со-
бой дисперсию НХ.

Известно, что водная среда с рН 5 не облада-
ет цитотоксичностью и может быть использована 
в  растениеводстве [7]. Было сделано предполо-
жение, что если процесс закончить при рН 5, то 
образующаяся дисперсия будет представлять со-
бой смесь агрегатов из макромолекул и  уже ча-
стично сформированной наноструктурирован-
ной формы хитозана (дисперсия НХ-5). Методом 

Таблица 1. Фунгистатическая активность дисперсий НХ и дисперсий НХ-5 при ингибировании роста мицелия 
гриба A. solani (концентрация образцов 200 мкг/мл по хитозану)

М, кДа Образец
Ингибирование роста мицелия A. solani, %

3 сут 5 сут

14
Дисперсия НХ 17.5 33.3

Дисперсия НХ-5 46.0 57.2

60
Дисперсия НХ 18.0 28.9

Дисперсия НХ-5 47.5 57.7
НСР 0.05 – 3.5 3.0

Таблица 2. Фунгистатическая активность дисперсий НХ-5 с разной молекулярной массой (ММ) по отношению 
к аскомицету C. sativus

ММ, кДа Хитозана, мкг/мл
Ингибирование роста мицелия  

C. sativus, %
3 сут 5 сут

6.5
50 27.5 28.6

120 32.5 47.6
300 57.5 71.4

14
50 15.0 29.8

120 55.0 45.2
300 55.0 76.1

60
50 17.0 30.9

120 32.5 44.0
300 57.0 69.7

НСР 0.05 – 4.5 3.2
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атомно-силовой микроскопия путем анализа по-
лученных изображений установлено, что в диспер-
сиях НХ присутствуют только плотные сплошные 
частицы, размер которых находился в диапазоне 
5–25 нм [25]. Дисперсии НХ-5 имели в своем со-
ставе гелеобразные мягкие частицы с диаметром 

~100 нм, представляющие собой агрегаты макромо-
лекул хитозана, несущие частично положительный 
заряд, и наночастицы хитозана, уже образовавшие-
ся в дисперсии до рН 5. Можно предположить, что 
дисперсии НХ, приготовленные в деионизирован-
ной воде (рН 6.5), будут обладать биологической 
активностью благодаря наличию наноразмерных 
частиц с  большой удельной поверхностью. Для 
дисперсий НХ-5, имеющих наряду с наночастица-
ми еще и агрегаты макромолекул хитозана, кото-
рые при рН 5 несут положительный заряд, можно 
ожидать усиления их биологического действия.

Таким образом, для биологических испыта-
ний были использованы два типа дисперсий НХ 
с  разной молекулярной массой (дисперсии НХ 
и дисперсии НХ-5), различающиеся условиями их 
приготовления.

Результаты изучения активности полученных 
дисперсий в отношении фитопатогенных микро-
организмов представлены в табл. 1 и 2. Методом 
агаровых блоков проведена сравнительная оценка 
прямого действия дисперсий НХ и дисперсий НХ-5 
на линейный рост мицелия гриба A. solani (табл. 1).

Установлено, что дисперсии НХ-5 характеризо-
вались более высокой фунгистатической активно-
стью по сравнению с дисперсиями НХ. При этом 
видно, что фунгистатические свойства дисперсий 
обоих типов не зависят от молекулярной массы 
хитозана. Подобные результаты для дисперсий НХ 
были получены ранее исследователями, изучав-
шими ингибирующую активность дисперсий НХ 
в отношении различных грибов: Candida albicans, 
Fusarium solani, Aspergillus niger [32, 33].

Методом агаровых блоков экспериментально 
подтверждена высокая фунгистатическая актив-
ность дисперсий НХ-5 по отношению к аскомицету 

C. sativus и установлена концентрационная зависи-
мость (табл. 2).

Таким образом, исследованные в  работе дис-
персии нанохитозана обладали фунгистатической 
активностью, при этом независимо от молекуляр-
ной массы хитозана дисперсии НХ-5 имели явное 
превосходство перед дисперсиями НХ.

Изучение элиситорной активности дисперсий 
НХ и НХ-5, полученных при использовании хито-
зана с молекулярной массой 60 кДа, проведено пу-
тем оценки способности дисперсий индуцировать 
устойчивость пшеницы к темно-бурой пятнисто-
сти, возбудитель С. sativus (табл. 3).

Дисперсии НХ-5 и дисперсии НХ показали хо-
рошую элиситорную активность, при этом дис-
персия НХ-5 характеризовалась значительным 
иммуномодулирующим действием по сравнению 
с дисперсией НХ. Вполне вероятно, что причина 
преимущества дисперсии НХ-5 кроется в его соста-
ве, сочетающем наночастицы (компактизованные 
макромолекулы хитозана) и ассоциаты свободных 
макромолекул хитозана. Последние представляют 
собой рыхлые с  большой подвижностью части-
цы, у  которых на поверхности есть доступность 
к функциональным аминогруппам.

Преимущество дисперсии НХ-5 наблюдалось 
и при ее сравнении с раствором хитозана.

Из данных табл. 3 видно, что предобработка рас-
тений пшеницы дисперсией НХ-5 в концентрации 
0.01% в два раза снижала пораженность листьев 
темно-бурой пятнистостью, в то время как раствор 
хитозана в той же концентрации практически не 
влиял на развитие болезни. Таким образом, пред-
положение об усилении биологического действия 
дисперсий НХ-5, имеющих в своем составе наря-
ду с наночастицами еще и агрегаты макромолекул 
хитозана, которые несут положительный заряд, 
подтвердилось.

В  заключение необходимо отметить, что из-
ученные дисперсии могут рассматриваться в  ка-
честве эффективных натуральных антимикробных 

Таблица 3. Влияние обработки растений пшеницы дисперсиями НХ, НХ-5 и раствором хитозана на развитие 
темно-бурой пятнистости

Образец Концентрация,% Пораженность листьев,%
Контроль – 50

Дисперсия НХ
0.04 35
0.01 40

Дисперсия НХ-5
0.04 20
0.01 25

0.004 45

Раствор хитозана
(ацетатный буфер, рН 5)

0.04 45
0.01 50

0.004 50
НСР 0.05 – 4.0
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препаратов, обладающих индуцирующей актив-
ностью. Простота метода их получения, особенно 
дисперсии НХ-5, отсутствие других биологически 
активных компонентов в системах, кроме самого 
хитозана, являются основными преимуществами 
данного подхода, который полностью соответству-
ет концепции “зеленой химии”.

ФИНАНСИРОВАНИЕ РАБОТЫ. Данная ра-
бота выполнена за счет средств бюджета института 
(ВИЗР). Никаких дополнительных грантов на про-
ведение или руководство данным конкретным ис-
следованием получено не было.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ. 
В данной работе отсутствуют исследования челове-
ка или животных.

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ. Авторы данной ра-
боты заявляют, что у них нет конфликта интересов.
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Biological Activity of Chitosan Nanoparticle Dispersions Produced  
by Fractional Precipitation

E. V. Popovaa, *, N. S. Domninab, I. I. Novikovaa, N. M. Kovalenkoa, I. L. Krasnobaevaa, **,  
and I. M. Zorinb
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bSt. Petersburg State University, St. Petersburg, 199034 Russia
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 An assessment was made of the antifungal and immunomodulatory activity of dispersions of chitosan 
nanoparticles obtained by fractional precipitation at pH 5.0 and pH 7.5 using chitosan of different 
molecular weights. The dispersion of nanoparticles obtained at pH 5 has increased fungistatic activity 
against C. sativus and A. solani, due to the higher availability of amino groups in looser nanoparticles. 
This dispersion showed immunostimulating activity, increasing the resistance of wheat to dark 
brown spot. It was also established that the elicitor activity of dispersions of chitosan nanoparticles is 
significantly higher than the activity of solutions of the original polymer.

Keywords: chitosan, nanochitosan, antifungal, elicitor activities, Alternaria solani, Cohliobolus sativus, wheat
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В  настоящее время в  растениеводстве широ-
ко используются биопестициды на основе эн-
дофитных бактерий рода Bacillus, способных не 
только подавлять развитие патогенов, но и также 
стимулировать рост растений и их устойчивость 
к  стрессам биотической и  абиотической при-
роды  [1]. К  недостаткам биопестицидов можно 

отнести сравнительно низкую скорость уничто-
жения патогенов и  высокую чувствительность 
к  неблагоприятным факторам окружающей сре-
ды. Так, Cry-белки, продуцируемые бактериями 
B. thuringiensis, чувствительны к различным абиоти-
ческим факторам: осадки, рН и температура почвы, 
инсоляция и влажность [2]. В этой связи весьма 

DOI: 10.31857/S0555109924020088  EDN: FZZZBV

Исследовали влияние конъюгатов хитозана с кофейной (ХКК) и феруловой (ХФК) кислотами в соче-
тании с бактериями Bacillus subtilis на транскрипционную активность генов PR-белков и изменение 
протеома у растений картофеля при инфицировании Phytophthora infestans (Mont.) de Bary. Показано, 
что опрыскивание растений, выращенных из мини-клубней сорта Удача, растворами композитов ХКК 
и ХФК и суспензией B. subtilis штаммов 26Д и 11 ВМ приводило к снижению степени развития возбу-
дителя фитофтороза на листьях картофеля при всех вариантах обработки. Максимальный защитный 
эффект проявлялся при обработке растений бактериями B. subtilis штамм 26Д в сочетании c конъюга-
тами хитозана и оксикоричных кислот. Механизмы повышения устойчивости растений картофеля к  
P. infestans были связаны с активацией транскрипционной активности генов, кодирующих основ-
ной защитный белок (PR-1), хитиназы (PR-3), тауматинподобного белка (PR-5), ингибитора протеаз 
(РR-6), пероксидазы (PR-9) и рибонуклеазы (PR-10). Активация экспрессии маркерных генов систем-
ной приобретенной устойчивости и индуцированной системной устойчивости под влиянием совмест-
ной обработки свидетельствовала о синергетическом развитии защитных реакций в растениях кар-
тофеля в данном варианте. Методом двумерного электрофореза белков листьев S. tuberosum с после-
дующим MALDI-TOF-анализом идентифицировано 12 белков, состав которых в листьях различался 
в зависимости от варианта опыта. Во всех вариантах наблюдали подавление активности серин-трео-
ниновой протеин-фосфатазы, отражающее развитие реакции сверхчувствительности (СВЧ-реакции). 
Различные варианты опыта формировали слабо выраженные кластеры, что свидетельствовало о мно-
жественных механизмах регуляции синтеза защитных белков, вовлеченных в реакцию, на обработку 
бактериями, конъюгатами хитозана и заражение P. infestans.

Ключевые слова: Solanum tuberosum, Bacillus subtilis, Phytophthora infestans, конъюгаты хитозана, кофей-
ная и феруловая кислоты, экспрессия генов, PR-белки, протеом, индуцированная устойчивость
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актуальным становится повышение эффективно-
сти микробиологических препаратов для защиты 
продовольственных культур от комплекса биоти-
ческих и абиотических факторов среды, что может 
быть достигнуто созданием препаратов, в которых 
штамм бактерий дополнен биологически активны-
ми веществами [3, 4].

Хитозан и его производные являются элисито-
рами иммунитета растений, которые часто исполь-
зуются для повышения биологической активности 
биопрепаратов [5, 6]. Показано, что добавление 
хитозана к  биопрепаратам повышало их эффек-
тивность в защите овощных культур от мучнистой 
росы, а добавление хитина к бактериям рода Bacillus 
повышало устойчивость растений хлопка к вилту 
[7]. Синергетический эффект хитозанов и бактерий 
обусловлен синтезом штаммами бактерий эндохи-
тиназы, гидролизирующей хитин с образованием 
олигосахаридов, стимулирующих рост растений 
и их защитный потенциал [8, 9]. Путем химической 
модификации хитозана можно получать производ-
ные с повышенными антимикробными свойствами, 
ростстимулирующей и антиоксидантной активно-
стями [10, 11]. Одним из направлений химической 
модификации хитозана является включение в его 
состав фенольных соединений, таких как оксико-
ричные кислоты, которые являются предшествен-
никами большинства фенольных соединений и ре-
гулируют защитные ответы растений [12].

Возбудитель фитофтозоза  — оомицет 
Phytophthora infestans (Mont.) de Bary  — один из 
основных возбудителей эпифитотий в  посадках 
картофеля. Современная стратегия комплексной 
защиты продовольственных культур от широко-
го круга возбудителей болезней и  абиотических 
стрессов основывается на применении биопрепа-
ратов в сочетании с природными иммуностимуля-
торами. В связи с этим нанокомпозиты хитозана 
имеют большой потенциал для расширения спек-
тра действия биопестицидов нового поколения 
благодаря своей способности индуцировать за-
щитные реакции в растительных тканях. Для этого 
необходимы сведения о механизмах формирования 
защитных реакций у растений при совместном их 
применении.

Цель работы — исследование влияния конъюга-
тов хитозана с кофейной (КК) и феруловой кисло-
тами (ФК) и их комплексов с бактериями Bacillus 
subtilis на транскрипционную активность генов 
PR-белков, синтез пролина и  изменение про-
теома растений картофеля при инфицировании 
P. infestans.

МЕТОДИКА

Объекты исследования. В  опытах использова-
ли растения картофеля Solanum tuberosum (Чиш-
минская опытная станция Башкирского НИИ 

сельского хозяйства, Уфа, Россия), выращенные 
из мини-клубней сорта Удача. Клубни высажива-
ли в емкости с грунтом “TerraVita” (“Норд Палп”, 
Россия, торф верховой разной степени разложения, 
очищенный речной песок, перлит, комплексные 
минеральные удобрения, биогумус, pH 6.0–6.5) 
на глубину 3–4 см. Растения выращивали на све-
топлощадке с фотопериодом 16 ч (освещенность 
8000–10000 люкс) при температуре 20–22 C.

Бактерии B. subtilis штаммы 26Д и 11 ВМ из кол-
лекции лаборатории биохимии иммунитета расте-
ний Института биохимии и генетики Уфимского 
федерального исследовательского центра РАН (Уфа, 
Россия) культивировали в среде LB (Lysogeny Broth) 
в течение 24 ч, затем суспензию разбавляли дистил-
лированной водой до концентрации 108 кл./мл.

Для заражения растений использовали зооспо-
ры оомицета P. infestans из коллекции лаборатории 
биохимии иммунитета растений Института биохи-
мии и генетики Уфимского федерального исследо-
вательского центра РАН (Уфа, Россия). Патоген 
выращивали на картофельном агаре с декстрозой 
в  течение 7 сут после повторного выделения из 
инфицированных мини-клубней картофеля для 
восстановления агрессивности патогена. Поверх-
ность колоний изолята P. infestans заливали дистил-
лированной водой и инкубировали при 4 C в тече-
ние 30 мин. Концентрацию спорангиев оценивали 
с помощью камеры Фукса–Розенталя, суспензию 
спор разводили до титра 1 × 105 спор/мл.

Получение коньюгатов хитозана с  оксикорич-
ными кислотами. Конъюгат хитозана с КК и ФК 
получали карбодиимидным методом по методи-
ке, описанной в работе [13]. Для синтеза конъюга-
тов использовали хитозан с молекулярной массой 
(MМ) ~30 кДа, степенью деацетилирования 98.3% 
и степенью полимеризации ~186 (“Glentham Life 
Sciences”, Великобритания), КК (ММ = 180.16 г/
моль, “Sigma-Aldrich”, США) и 1-этил-3-(3-диме-
тиламинопропил)карбодиимид гидрохлорид (EDC, 

“Sigma-Aldrich”). Синтез конъюгата проводили при 
соотношении Хит : КК и Хит : ФК = 5 : 1, EDC 
использовали в трехкратном мольном избытке по 
отношению к КК и ФК.

Содержание КК и  ФК в  синтезированном 
конъюгате определяли спектрофотометрически, 
для чего получали спектр поглощения конъюгата 
в  области 200–400 нм и  рассчитывали содержа-
ние КК и ФК по предварительно построенному 
калибровочному графику. Степень пришивки ко-
фейной и феруловой кислот к хитозану составила 
5.0 ± 0.6% или 53.8 ± 7.2 мкг/мг хитозана.

Обработка растений. На 15 сут после прорастания 
растения обрабатывали растворами конъюгатов хи-
тозана с кофейной (ХКК, 0.30 мг/мл) и феруловой 
(ХФК, 0.25  мг/мл) кислотами, суспензией бакте-
рий B. subtilis штаммов 26Д или 11 ВМ (108 кл./мл), 
смесью растворов ХКК или ХФК с  бактериями 
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соответствующих штаммов (1 : 1) из расчета 5 мл на 
1 растение [7]. В контроле 1 растение опрыскивали  
5 мл дистиллированной воды.Через 3 сут после 
инокуляции бактериями растения опрыскивали 5 мл 
суспензией спор P. infestans (1 × 105 спор/мл). Через 
72 ч в листьях определяли содержание H2O2 и про-
лина. Часть листьев каждого растения заморажива-
ли в жидком азоте для выделения РНК. О развитии 
болезни судили по проценту пораженной P. infestans 
площади от общей площади листовой пластинки 
(степень поражения, СП). Листья фотографировали, 
полученные изображения анализировали в компью-
терной программе ImageJ (“NIH”, США). В качестве 
контрольных использовали растения, обработанные 
водой и не инфицированные фитофторой.

Определение содержания белка. Содержание белка 
в образцах определяли по методу Брэдфорда, исполь-
зуя бычий сывороточный альбумин в качестве стан-
дарта [14]. Поглощение измеряли при 595 нм.

Определение содержания пролина. Листья карто-
феля (250 мг) погружали в 2.5 мл дистиллирован-
ной воды и обрабатывали, как описано в работе 
[15]. Оптическую плотность продуктов реакции из-
меряли на оборудовании En-Spire (“Perkin Elmer”, 
США) при длине волны 522 нм.

Выделение РНК и проведение ПЦР в режиме ре-
ального времени. Тотальную РНК из растений вы-
деляли с помощью реактива Лира® по протоколу 
производителя (“Биолабмикс”, Россия) на 3 сут-
ки после заражения. Синтез первой цепи кДНК 
и процедуру в реальном времени проводили, как 
описано ранее [15]. Экспрессия генов была по-
казана как кратное изменение, нормализованное 
к транскрипции эталонного гена StAct, кодирую-
щего актин картофеля. Применяли оборудование 
и программное обеспечение iCycler iQ5 Real-Time 
Detection System 181 (“BioRad”, США). Праймеры, 
использованные для ПЦР, показаны в табл. 1. Эф-
фективность праймеров оценивали с помощью се-
рии 10-кратных разведений кДНК.

Двумерный электрофорез. 450  мг листьев го-
могенизировали в  жидком азоте, ресуспендиро-
вали в 1 мл буферного раствора (0.7 M сахароза, 

0.5 Hepes-KOH, pH 7.5, 0.1 M KCl, 2% меркаптоэ-
танол, 1 мМ этиленгликоль-бис(β-аминоэтиловый 
эфир)-N, N, N’, N’-тетрауксусная кислота (ЭГТА), 1 
мМ фенилметилсульфонилфторид (ФМСФ), 0.1 мМ 
ортованадат натрия) и инкубировали в течение 30 
мин при 4 °C. Белки экстрагировали фенольным 
раствором по методике, описанной в работе [16]. 
К 1 мл фенола, насыщенного трис-HCl, добавляли 
1 мл образца белка, полученную смесь инкубиро-
вали при –20 C в течение 30 мин, затем центри-
фугировали в течение 30 мин при 3000 g. Белки из 
фенольной фазы осаждали четырехкратным объе-
мом 0.1 М ацетата аммония в этаноле при –20 C 
в течение 10 ч.

Полученный осадок трижды промывали аце-
татом аммония и растворяли в лизис-буфере (8 М 
мочевина, 2 М тиомочевина, 1% 3-[(3-холамидо-
пропил)диметиламмонио]-1-пропансульфонат 
(ЧАПС), 30 мМ дитиотреитол (ДТТ), 20 мМ Трис, 
0.3%-ный раствор амфолитов).

Изоэлектрическое фокусирование белков про-
водили на приборе Protean IEF (“Bio-Rad”, США). 
Для разделения белков по изоэлектрической точ-
ке использовали готовые 7-сантиметровые стрипы 
(“Bio-Rad”, США), диапазон pH 3–10. Перед фо-
кусировкой проводили пассивную регидратацию 
в  течение 12 ч при 20 C. Фокусировку проводи-
ли при напряжении 4000 В (20 000 В ч) в течение 
22 ч, затем напряжение поддерживали на уровне 
500 В до конца процесса. После изоэлектрическо-
го фокусирования полоски выдерживали в течение 
15 мин последовательно в растворах 2%-ного ДТТ 
и 2.5%-ного йодацетамида в буферных растворах 
с 25% глицерина, а затем промывали в 25 мМ трис-
глициновом буфере, pH 8.3.

Электрофорез проводили в  10%-ном ПААГ 
с  Na-ДДС. Полоски и  белки-маркеры на филь-
тровальной бумаге помещали на полиакриламид-
ный гель и проливали 1%-ным раствором агарозы 
в трис-глициновом буферном растворе. Электро-
форез проводили при напряжении 90–120 В, гели 
стабилизировали в  50%-ном этаноле в  течение 
10 мин, затем окрашивали 0.1%-ным раствором 

Таблица 1. Праймеры, используемые в ПЦР для исследования активности изучаемых генов

Продукт Ген GenBank, 
номер

Последовательность (5΄–3΄)
прямой праймер обратный праймер

Актин StAct X55749 gat-ggt-gtc-agc-cac-ac att-cca-gca-gct-tcc-att-cc
PR1 StPR1 AY050221 tgg-gtg-gtg-gtt-cat-ttc-ttg-t cat-tta-att-cct-tac-aca-tca-taa-g
Хитиназа, PR3 StPR3 U49970 ttc-tgg-atg-aca-gca-cag-gat ggc-gtc-cat-tgc-cca-at
Тауматин-подобный белок, PR5 StPR5 AY737317 ccc-gtt-tga-cat-tga-cct-ttg cga-ata-cgg-tgg-aac-atg-ga
Ингибитор протеиназы, PR6 StPR6 JX683427 ggg-aaa-gaa-tat-gct-caa-gtt-at aat-tct-cca-tca-tct-tcc-act-g
Пероксидаза, PR9 StPR9 М21334 gta-atc-ctg-ccg-cac-aac-t gca-gca-aaa-tct-cca-agg-aa
Рибонуклеаза, PR10 StPR10 AF500589 ctc-gct-aac-cct-tct-gtc-tat-g caa-cac-gtc-ctg-atc-atc-tct-c
Метилтрансфераза StMT XM_006356514 ggc-aat-gga-cat-taa-ccg tca-aga-aga-ggc-aaa-gca-g
Пролин-карбоксилат синтаза StPCS XM015308529 tta-aag-agg-acg-gag-ctt-gc cag-tgc-atc-agg-tcg-tga-ct
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Кумасси G-250. Изображения гелей анализировали 
в компьютерной программе ImageJ (“NIH”, США).

Масс-спектрометрия. Идентификацию белков 
проводили на масс-спектрометре MALDI Bruker 
Ultraf lex II (Германия). Триптический гидролиз 
белка в  геле проводили в  течение 18 ч при 37 C, 
останавливая добавлением 7 мкл 0.7%-ного рас-
твора трифторуксусной кислоты. Для масс-спек-
трметрического анализа непосредственно на ми-
шени масс-спектрометра смешивали 0.5 мкл рас-
твора гидролизованного образца и 0.5 мкл 10 мг/
мл дигидроксибензойной кислоты в 50%-ном аце-
тонитриле и 0.7%-ной трифторуксусной кислоты. 
Масс-спектры регистрировали в  рефлекторном 
режиме суммированием сигналов, получаемых при 
1000 лазерных импульсах.

При необходимости и возможности регистриро-
вали спектры фрагментации отдельных пептидов 
(MS/MS) с использованием тандемной масс-спек-
трометрии LIFT. Точность измерения моноизотоп-
ных масс — не хуже 70 м. д., точность измерения 
масс фрагментов — не хуже 1.5 Да. Идентифика-
цию белков проводили с использованием серви-
са MASCOT в  базе данных белковых последова-
тельностей SWISS-PROT и  локального сервиса 
MASCOT c использованием данных, относящихся 
к изучаемым таксонам, депонированным в банк 
данных GenBank NCBI.

Статистическая обработка. Эксперименты вклю-
чали 5 биологических повторностей для биохими-
ческих показателей и 15 — для транскрипционной 
активности. На гистограммах показаны выбороч-
ные средние и  их 95%-ные доверительные ин-
тервалы. Различия исследуемых параметров ана-
лизировали с помощью теста Краскела–Уоллиса 
в программе Statistica 8 (“Statsoft”, США). Для опре-
деления степени сходства спектров белков листьев 
в различных вариантах опыта проводили кластер-
ный анализ данных о содержании отдельных белков 
(евклидово расстояние, метод объединения групп — 
UPGMA).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние композитов хитозана с  оксикоричны-
ми кислотами и бактерий Bacillus subtilis на устой-
чивость листьев картофеля к  инфицированию 
P. infestans и содержание пролина. Анализ степени 
пораженности листьев картофеля сорта Удача воз-
будителем фитофтороза выявил снижение скоро-
сти роста P. infestans при обработке растений конъ-
югатами ХКК и ХФК, а также при их совместном 
применении с  различными штаммами бактерий 
Bacillus subtilis (рис. 1). Максимальное снижение 
степени пораженности листьев P. infestans выявле-
но в вариантах с предобработкой растений конью-
гатом ХКК и при сочетании бактерий B. subtilis 26Д 
с ХФК, в два раза по сравнению с контролем.

Защитный эффект предобработки растений 
картофеля бактериями B. subtilis 11ВМ заметно 
уступал штамму B. subtilis 26Д, в том числе при со-
четании бактерий с контюгатами ХКК и ХФК. При 
этом степень пораженности листьев P. infestans 
в  вариантах B. subtilis 11ВМ + ХКК и  B. subtilis 
11ВM + ХФК была достоверно ниже по сравнению 
с обработкой только B. subtilis 11ВM.

Известно, что колонизация полезными микро-
организмами вызывает физиологическое состояние 
растения-хозяина, называемое праймингом. “Прай-
мированный” статус растения позволяет реализо-
вывать более сильные и быстрые защитные реакции 
против последующей инвазии патогенов, что прояв-
ляется как общий признак системной устойчивости, 
индуцируемой полезными микроорганизмами [17].

Хитин, хитозан и их олигомеры являются актив-
ными элиситорами иммунитета растений [18]. Ок-
сикоричные кислоты под воздействием стрессовых 
факторов различной природы могут включаться 
в фенилпропаноидный путь, изменяя направление 
синтеза собственных производных [19], усиливая 
образование фенольных соединений, участвую-
щих в механизмах повышения устойчивости рас-
тений [20]. Можно предположить, что совместная 
обработка коньюгатами хитозана с оксикоричны-
ми кислотами и бактериями B. subtilis способствует 
формированию более ранних и интенсивных за-
щитных реакций при контакте с патогеном.

Рис. 1. Влияние конъюгатов ХКК и ХФК в композициях с B. subtilis 26Д и B. subtilis 11ВM на пораженность листьев 
картофеля P. infestans на 10 сутки после инокуляции. Звездочкой отмечены значения, значимо отличающиеся от кон-
трольных значений по критерию Краскела–Уоллиса.
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Известно, что самым ранним ответом расти-
тельного организма на атаку патогенов является 
генерация АФК и каскад последующих защитных 
реакций. В то же время длительная генерация АФК 
в растительных тканях приводит к их гибели. Наши 
исследования выявили антистрессовый эффект 
обработки B. subtilis в сочетании с ХКК на расте-
ниях картофеля, зараженных P. infestans (рис. 2а). 
Накопление пролина коррелировало с  повыше-
нием транскрипционной активности гена пир-
ролин-5-карбоксилат синтазой (Р5СS) (рис.  2б) 
Повышение содержания пролина при стрессе свя-
зывают с активацией его синтеза, катализируемо-
го Р5СS и  пирролин-5-карбоксилат редуктазой 
(P5CR) [21].

Синтез пролина может индуцироваться экзо-
генными сигнальными молекулами, брассиносте-
роидами [22], салициловой кислотой [23], хитоза-
ном [24]. Защитное действие пролина обусловлено 
его участием в стабилизации мембран, структуры 
белковых молекул и снижении уровня АФК. Кро-
ме того, пролин задействован в регуляции многих 
клеточных процессов, является одним из индика-
торов активации системной защиты растений, вы-
полняя сигнальную функцию при взаимодействии 
растений с патогенами [25].

Влияние композитов хитозана с  оксикоричны-
ми кислотами и бактерий B. subtilis на транскрип-
ционную активность генов PR-белков в  растени-
ях картофеля при заражении P. infestans. Одним из 

механизмов защитного действия биопрепаратов на 
основе эндофитных бактерий является усиление 
продукции АФК [26] и опосредованной индукции 
экспрессии генов PR-белков [27]. Как видно на 
рис. 3, обработка растений штаммами B. subtilis 26Д 
и  11ВМ не влияла на транскрипционную актив-
ность исследуемых генов у незараженных растений. 
Уровень транскрипции гена StPR9, кодирующего 
анионную пероксидазу, в отличие от StPR1 и StPR6, 
повышался при инфицировании P. infestans. Обра-
ботка растений картофеля конъюгатами хитозана 
с  оксикоричными кислотами стимулировала на-
копление транскриптов генов StPR1, StPR3, StPR6 
и StPR9, StPR10, но не влияла на транскрипцию 
гена StPR5 и метилтрансферазы в листьях расте-
ний, инфицированных P. infestans.

В обработанных бактериями, особенно штам-
мом B. subtilis 26Д, и инфицированных растениях 
в несколько раз повышалась транскрипция генов 
StPR1, StPR6 и StPR9, StPR10 и метилтрансферазы. 
Обработка растений B. subtilis 26Д совместно с ко-
ньюгатами ХКК и  ХФК достоверно повышала 
уровень транскриптов генов StPR1, StPR3, StPR5, 
StPR6 и StPR9, StPR10. В варианте с обработкой 
растений картофеля штаммом B. subtilis 11ВM со-
вместно с  коньюгатами хитозана и  оксикорич-
ных кислот при инфицировании P. infestans также 
усиливалась транскрипционная активность генов 
StPR1, StPR3, StPR6 StPR9 и StPR10, но не изменя-
лась транскрипция StPR5.

Рис. 2. Влияние конъюгатов ХКК и ХФК в композициях с B. subtilis 26Д и B. subtilis 11ВM на содержание пролина (а) 
и транскрипционную активность гена пирролин-5-карбоксилат синтазы (б) в растениях картофеля на 3 сутки после 
инокуляции P. infestans: 1 — контроль, 2 — заражение P. infestans. Звездочкой отмечены значения, значимо отличаю-
щиеся от контрольных значений по критерию Краскела–Уоллиса.
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Рис. 3. Влияние конъюгатов ХКК и ХФК в композициях с B. subtilis 26Д и B. subtilis 11ВM на транскрипцион-
ную активность генов PR-белков в растениях картофеля через 72 ч после инфицирования P. infestans: 1 — контроль,  
2 — заражение P. infestans.

На растениях трахинии показано, что B. subtilis 
В26 вызывает увеличение активности метилтранс-
фераз, участвующих в поддержании и регуляции 
метилирования ДНК растения [28]. Это предпо-
лагает участие бактерий рода Bacillus в регуляции 
устойчивости растений на эпигенетическом уровне. 
В целом, устойчивость растения к тому или иному 
стрессовому фактору определяется экспрессией 
множества генов, кодирующих защитные белки.

Показано, что обработка растений бактериями 
B. subtilis способствует развитию жасмонат-зави-
симой индуцированной системной устойчивости 
(ИСУ), что подтверждается увеличением транс-
крипционной активности гена PR-6, который 
считается маркером формирования защитного от-
вета по данному пути [29]. При воздействии био-
трофных патогенов и элиситоров формирование 
системной приобретенной устойчивости (СПУ) 
развивается по салицилат-зависимому сигнально-
му пути, включая экспрессию гена PR-1 (маркера 
СПУ) [30, 31]. Следует отметить, что в зараженных 

растениях, предварительно обработанных B. subtilis 
26Д и 11ВМ совместно с композитами ХКК и ХФК, 
наблюдался высокий уровень транскрипционной 
активности генов основного антимикробного бел-
ка PR-1 и ингибитора протеазы PR-6. Возможно, 
в данном варианте обработки растений развитие 
устойчивости происходит синергетически, как по 
салицилат-, так и  по жасмонат-зависимым пу-
тям. У инфицированных растений, обработанных 
B. subtilis 26Д в сочетании с ХФК, значительно по-
вышалась транскрипционная активность генов хи-
тиназы (PR-3), тауматин-подобного белка (PR-5) 
и  пероксидазы (PR-9). Показано, что бактерии 
рода Bacillus вырабатывают в культуральную сре-
ду хитиназы и глюканазы, гидролизирующие хи-
тин и пептидогликаны, которые являются важным 
компοнентом клеточнοй стенки микроорганизмов, 
а также индуцируют образование других защитных 
соединений [32]. В ответ на заражение вирусами, 
грибами и  бактериями в  межклеточнοй жидко-
сти растительных тканей происходит накопление 
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в основном хитиназ третьего типа (PR-3). Основ-
ной защитный механизм белка PR-5 связан с уве-
личением проницаемости мембран патогенов [33].

В зараженных растениях, обработанных обоими 
штаммами B. subtilis в сочетании с ХКК, значитель-
но повышалась экспрессия генов PR-9 и PR-10, что 
коррелировало с их устойчивостью. Известно, что 
пероксидазы растений класса III, входящих в се-
мейство защитных белков семейства PR-9, участву-
ют в укреплении клеточных стенок за счет окис-
лительных реакций, катализирующих процессы 
полимеризации фенольных соединений в лигнине 
клеточных стенок, повышая их устойчивость к раз-
рушению фитопатогенами. Белки семейства PR10 
могут функционировать в  качестве фунгицидов, 
причем эта их способность, связанная с нуклеаз-
ной активностью, может проявляться как при пря-
мом воздействии на патоген при проникновении 
внутрь клетки и разрушении клеточных РНК [34], 
так и за счет участия в реакции сверхчувствитель-
ности полностью [35]. Можно предположить, что 
индукция устойчивости растений, опосредован-
ная рассматриваемыми штаммами Bacillus, может 
характеризоваться многогранным процессом прай-
минга, включающим экспрессию генов PR-белков 
и  тонкую регуляцию окислительно-восстанови-
тельных процессов в растении [36].

Изменение протеома листьев S. tuberosum при 
обработке композитами хитозана с оксикоричными 
кислотами и бактериями B. subtilis при заражении 
P. infestans. Одним из подходов к  выявлению из-
менений экспрессии генов в  растениях под воз-
действием обработки биопрепаратами и инфици-
рования патогенами может служить исследование 
протеома растительных тканей. Методом двумер-
ного электрофореза белков листьев S.  tuberosum 
с  последующим MALDI-TOF-анализом было 

идентифицировано 12 белков, наличие которых 
в листьях различалось в зависимости от варианта 
опыта (табл. 2, рис. 4).

Как видно из табл. 2 и рис. 4, обработка ХФК 
в  зараженных растениях существенно изменяла 
спектр белков листьев по сравнению с контролем. 
Различные варианты опыта формируют слабо вы-
раженные кластеры, что свидетельствует о множе-
ственных механизмах регуляции синтеза защит-
ных белков, вовлеченных в реакцию на обработку 
бактериями, конъюгатами хитозана и заражение 
P. infestans.

Предобработка ХФК при заражении растений 
вызывала повышенное содержание в листьях белков 
оxygen-evolving enhancer protein 1, вовлеченного в ге-
нерацию АФК, и mitochondrial amidoxime reducing 
component 2. Известно, что окислительный взрыв 
является сигналом для реакции СВЧ, которая тесно 
связана с ответом растений на инфицирование пато-
геном. Имеются данные о взаимосвязи белка окис-
лительного взрыва RPH1 с устойчивостью растений 
арабидопсиса к Phytophthora brassicae и картофеля 
к P. infestans [36]. Mitochondrial amidoxime reducing 
component 2 относится к ферментам электрон-транс-
портной цепи и катализирует реакции восстановле-
ния N-гидроксилированных соединений. Описана 
его защитная роль, заключающаяся в нейтрализа-
ции токсичных и мутагенных азотистых оснований 
[37, 38]. Белок mARK способен оказывать влияние 
на энергетические пути [38], также показано его уча-
стие в защите клеток от апоптотических эффектов 
[39]. Роль данного белка в реализации устойчивости 
растений в настоящее время не описана.

Во всех вариантах обработки наблюдалось по-
ниженное содержание в листьях серин-треонино-
вой протеинфосфатазы. Недавние исследования 
определяют протеинфосфатазу как важнейший 

Рис. 4. Кластеризация вариантов опыта в соответствии с присутствием различных белков в листьях. “Pi” — зараже-
ние P. infestans.
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компонент, который контролирует ответные 
реакции патогенеза у  различных видов рас-
тений, опосредуя посттрансляционную регу-
ляцию ферментов и сигнальных компонентов. 
Генетические, протеомные и  метаболомные 
исследования подчеркнули универсальную 
природу протеинфосфатазы как регулятора 
передачи сигналов рецепторов и органелл, экс-
прессии генов, метаболических путей и гибели 
клеток, оказывающих существенное влияние 
на иммунитет растений [40]. Все известные 
пути развития СВЧ-реакции включают инак-
тивацию серин-треониновых протеинфосфа-
таз. В наших экспериментах наблюдалось бло-
кирование этого фермента, что, по-видимому, 
является проявлением развития СВЧ-реакции.

При обработке ХКК и  ХФК происходи-
ло повышение митохондриальной сериновой 
гидроксиметилтрансферазы (SHMT), одно-
го из ферментов дыхания растений, нейтра-
лизующего последствия СВЧ-реакции [41]. 
Показана связь SHMT с уменьшением выра-
женности симптомов поражения биотрофа-
ми и  некротрофами, а  также повреждений 
клеток, вызываемых абиотическими стрес-
сами. Известно, что SHMT взаимодействует 
с α- и β-субъединицами АТФ-синтазы, содер-
жание которой в  наших экспериментах так-
же значительно повышалось при различных 
обработках. По современным представлени-
ям, данные взаимодействия в конечном итоге 
приводят к минимизации производства АФК, 
в частности пероксида водорода, в хлоропла-
стах и уменьшении степени их окислительного 
повреждения [41].

Таким образом, совместная обработка 
растений конъюгатами хитозана с КК и ФК 
и  бактериальными штаммами B. subtilis 26Д 
и 11ВМ способствовала повышению устойчи-
вости растений картофеля к возбудителю фи-
тофтороза. Механизмы активации защитных 
систем картофеля были опосредованы сти-
мулированием экспрессии генов, кодирую-
щих защитные белки PR-1, PR-3, PR-5, PR-6, 
PR-9 и PR-10 и повышением синтеза проли-
на. Выявленная активация экспрессии генов 
PR-1 (маркер СПУ) и  PR-6 (маркер ИСУ) 
у растений свидетельствуют о том, что разви-
тие защитных реакций в растениях картофеля 
против возбудителя в данном варианте обра-
ботки протекает синергетически. Возможно, 
бактерии праймируют гены защитных бел-
ков, а композиты хитозана запускают их экс-
прессию. Механизм влияния ХКК и ХФК на 
формирование устойчивости к возбудителю 
фитофтороза определяется составом (поли-
мер-антиоксидант) и структурой самого конъ-
югата. За счет полимерной матрицы, вероятно, 
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обеспечивается пролонгированное воздействие ок-
сикоричных кислот на функциональное состояние 
растительной клетки.
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The effect of chitosan conjugates with caffeic (ChCA) and ferulic (ChFA) acids in combination with Bacillus 
subtilis bacteria on the transcriptional activity of PR protein genes and proteome changes in potato plants 
during infection with Phytophthora infestans (Mont.) de Bary was studied. Plants grown from mini tubers of 
the Luck variety were sprayed with solutions of ChCA and ChFA, suspension of B. subtilis bacteria strains 
26D and 11 VM, composites of ChCA of ChFA together with bacteria. 3 days after treatment, some of the 
plants were infected with P. infestans. A decrease in the degree of development of the pathogen of late blight 
on potato leaves in all treatment options was revealed. The maximum protective effect was manifested 
when plants were treated with bacteria B. subtilis strain 26D in combination with conjugates of chitosan 
and oxycinnamic acids. The mechanisms of increasing the resistance of potato plants to P. infestans were 
associated with the activation of transcriptional activity of genes encoding the main protective protein 
(PR-1), chitinase (PR-3), thaumatin-like protein (PR-5), protease inhibitor (PR-6), peroxidase (PR-9), 
ribonuclease (PR-10). The revealed activation of the expression of marker genes of systemic acquired 
resistance and induced systemic resistance under the influence of joint treatment of plants with B. subtilis 
and chitin conjugates with oxycinnamic acids indicate the synergistic development of protective reactions 
in potato plants in this variant. By the method of two-dimensional electrophoresis of S. tuberosum leaf 
proteins followed by MALDI-TOF analysis, 12 proteins were identified, the presence of which in the 
leaves differed depending on the variant of the experiment. In all treatment variants, suppression of serine-
threonine protein phosphatase activity was observed, reflecting the development of the hypersensitivity 
reaction. Different variants of the experiment formed weakly expressed clusters, which indicates multiple 
mechanisms of regulation of the synthesis of protective proteins involved in the reaction to treatment with 
bacteria, chitosan conjugates and infection with P. infestans.

Keywords: Solanum tuberosum, Bacillus subtilis, Phytophthora infestans, chitosan conjugates, caffeic and ferulic 
acids, gene expression, PR-proteins, proteome, induced resistance



 

193

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ, 2024, том 60, № 2,  с.  193–204

Производство зерновых культур — главная от-
расль сельского хозяйства России, играющая важ-
нейшую роль в обеспечении продовольственной 
безопасности страны. При этом повышение уро-
жайности зерновых культур — основная пробле-
ма современного земледелия, которая во многом 
определяется фитосанитарным состоянием по-
севов [1]. Современная технология возделыва-
ния зерновых культур предусматривает проведе-
ние комплекса мероприятий по защите от болез-
ней разной этиологии, в  частности химическое 
протравливание семян и обработка посевов фун-
гицидами в течение вегетации. Однако применение 
химических пестицидов не всегда экологически 
безопасно и  может приводить к  формированию 
устойчивых популяций фитопатогенных видов — 
возбудителей болезней растений. На современном 
этапе необходимо шире использовать альтерна-
тивные экологически малоопасные средства за-
щиты растений. Один из факторов, существенно 

улучшающих фитосанитарное состояние посевов 
зерновых культур — использование полифункци-
ональных биопрепаратов на основе живых культур 
микроорганизмов и комплексов их биологически 
активных веществ ростостимулирующего и защит-
ного действия [2].

В настоящее время как в России, так и за ру-
бежом наиболее широко применяют биопрепара-
ты на основе штаммов Bacillus subtilis Cohn. [2–4]. 
Природные особенности штаммов B. subtilis, таких 
как: широкое биоразнообразие в  пределах вида, 
способность к устойчивому росту на различных 
субстратах, симбиотические свойства, высокая 
антагонистическая активность, продукция целого 
ряда гидролитических ферментов и антибиотиков 
разных химических классов, устойчивость к  не-
благоприятным факторам среды и экологическая 
пластичность, обусловило их перспективность для 
получения новых биопрепаратов для защиты рас-
тений от болезней.

DOI: 10.31857/S0555109924020093  EDN: FZVMOE

Изучено влияние штаммов Bacillus subtilis ВКМ В‑2604D и ВКМ В‑2605D, составляющих основу био‑
препарата Витаплан, и их сочетаний с салицилатом хитозана на ферменты антиоксидантной защиты 
в процессе формирования устойчивости растений пшеницы, инфицированной возбудителем тем‑
но‑бурой пятнистости Bipolaris sorokiniana. В растениях пшеницы, обработанных штаммами B. subtilis 
и их сочетаниями с салицилатом хитозана, при последующем заражении происходила активация ка‑
талазы и пероксидазы, регулирующих интенсивность окислительного стресса, индуцированного вне‑
дрением патогена. При этом также происходило включение защитных реакций, ведущих к развитию 
индуцированной устойчивости в растениях пшеницы к темно‑бурой пятнистости, что проявлялось 
в снижении развития болезни на 25–45% по отношению к зараженному контролю в обработанных 
растениях. Полученные результаты свидетельствовали о перспективности сочетания активных штам‑
мов микроорганизмов‑антагонистов возбудителей болезней растений и салицилата хитозана для по‑
вышения биологической эффективности и расширения спектра действия разрабатываемых рецептур‑
ных форм биопрепаратов.
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Биологическая активность таких биопрепа-
ратов обусловлена способностью синтезировать 
биологически активные вещества, различающиеся 
по химической природе и механизму действия [2, 
5, 6]. Активные вещества бацилл могут проявлять 
антивирусные, антибактериальные, антифунгаль-
ные свойства и элиситорную активность. Они обе-
спечивают как прямой антагонизм по отношению 
фитопатогенов, так и индукцию системной устой-
чивости растений [2, 7–12].

Во Всероссийском институте защиты растений 
(ВИЗР, Россия) разработан целый ряд полифунк-
циональных биопрепаратов: Алирин-Б, Гамаир, 
Витаплан на основе штаммов бацилл этой группы, 
которые обладают по сравнению с химическими 
средствами защиты целым рядом преимуществ: 
отсутствием формирования резистентности у фи-
топатогенных видов, безопасностью для полезной 
энтомофауны, низкой токсичностью в отношении 
теплокровных и человека, а также способностью 
длительно контролировать численность фитопа-
тогенов после интродукции в агробиоценоз.

Эффективность разработанных ВИЗР био-
препаратов в  отношении распространенности 
и  развития основных вредоносных заболеваний 
сельскохозяйственных культур достигает 60–90%, 
что обеспечивает повышение продуктивности на 
20–25% и улучшение качества растениеводческой 
продукции [13]. С перспективами и проблемами 
применения биопрепаратов на основе штаммов 
B.  subtilis в  сельском хозяйстве для борьбы с  бо-
лезнями растений можно ознакомиться в недавно 
опубликованных обзорах [2, 14, 11].

В настоящее время усилия многих исследова-
телей направлены на разработку методов повы-
шения биологической эффективности биопре-
паратов и  обеспечения стабильного защитного 
эффекта. Для достижения этой цели применя-
ется подход, позволяющий увеличивать способ-
ность штаммов-продуцентов запускать каскад 

защитных реакций и повышать системную устой-
чивость растений путем включения в состав пре-
паратов природных или синтетических активато-
ров болезнеустойчивости. Для реализации этого 
направления в ВИЗР разработан ряд препаратив-
ных форм на основе сочетания штаммов микроор-
ганизмов — антагонистов возбудителей болезней 
и активаторов болезнеустойчивости растений — 
хитозана и его производных. Высокий защитный 
эффект таких комплексных биопрепаратов обу-
словлен сочетанием антагонистических свойств 
штаммов микроорганизмов и способности хито-
зана совместно с биологически активными веще-
ствами активизировать механизмы естественной 
устойчивости растений к патогенам [13, 15–17], 
поскольку хитозан и  хитоолигосахариды  — эф-
фективные элиситоры индуцированной устойчи-
вости в растениях [18, 19].

В  России широко известен разработанный 
в ВИЗР биопрепарат Витаплан, СП на основе отсе-
лектированных высокоактивных штаммов B. subtilis 
ВКМ В-2604D и ВКМ В-2605D для защиты сельско-
хозяйственных культур от грибных и бактериальных 
болезней [2]. В лаборатории микробиологической 
защиты разработаны образцы препаратов на осно-
ве сочетания этих штаммов и салицилата хитозана. 
В полевых условиях в течение ряда лет была пока-
зана их высокая эффективность в защите яровой 
мягкой пшеницы от корневой гнили и листовых ин-
фекций [17, 20]. Например, наибольшее снижение 
интенсивности развития желтой ржавчины пшени-
цы по сравнению с контролем (на 26.4–40.1%) было 
зарегистрировано в вариантах опыта, в которых со-
четали штаммы бацилл и 0.1%-ный салицилат хито-
зана [17, 20] (рис. 1).

Бациллы способны индуцировать системную 
устойчивость благодаря наличию у них бактериаль-
ных детерминантов (microbe-associated molecular 
patterns, MAMPs), таких как флагеллин, липопо-
лисахариды (ЛПС) и другие соединения, ассоци-
ированные с клеточной стенкой B. subtilis [21–23], 

Рис. 1. Интенсивность развития (%) желтой ржавчины по сравнению с контролем (1) при применении КЖ штаммов 
B. subtilis ВКМ В-2604D и ВКМ В-2605D (2), Витаплана СП (3), 0.1 СХ (4), КЖ штаммов B. subtilis ВКМ В-2604D 
и ВКМ В-2605D + 0.1 СХ (5) и композиции КЖ штаммов B. subtilis ВКМ В-2604D и ВКМ В-2605D + 0.1 СХ (6) (2020 г.).
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а также летучие органические соединения [24, 25]. 
Растение распознает их благодаря своей эффек-
тивной иммунной системе, включающей белко-
вые рецепторы (receptor recognition patterns, PRR). 
PRR-опосредованное микробное взаимодействие 
запускает различные защитные реакции, в том чис-
ле образование активных форм кислорода, фосфо-
рилирование белков, запуск базовых механизмов 
фитоиммунитета, которые приводят к  развитию 
системной устойчивости [26–28], включая актива-
цию антиоксидантной защитной системы [29, 30].

В последние годы получила распространение 
гипотеза о том, что эффективное функционирова-
ние антиоксидантной защитной системы — основа 
адаптации растений к биотическим стрессам [31]. 
Повышение активности ключевых ферментов этой 
системы — каталазы и пероксидазы обеспечивает 
болезнеустойчивость растений к широкому кругу 
фитопатогенов. Эти ферменты играют определяю-
щую роль в обезвреживании активных форм кис-
лорода, являющихся неотъемлемой частью биоти-
ческого стресса [32].

В ряде работ установлено, что бактерии-анта-
гонисты способны повышать активность антиок-
сидантных ферментов, снижающих токсическое 
действие АФК, и индуцировать устойчивость к бо-
лезням у инфицированных растений [33, 34]. Так, 
сообщалось об увеличении синтеза ферментов ан-
тиоксидантной защиты: пероксидазы (ПО), поли-
фенолоксидазы (ПФО), фенилаланин-аммиак-ли-
азы (ФАЛ) и супероксиддисмутазы (СОД), что при-
водило к  развитию индуцированной системной 
устойчивости (ISR) против ранней фитофторозной 
гнили у рассады томата [35]. Показано, что штамм 
Bacillus sp. повышал активность СОД, ПО, ПФО 
и ФАЛ в инфицированном рисе, тем самым сни-
жая индуцированное Pyricularia oryzae окислитель-
ное повреждение и подавляя заболеваемость пири-
куляриозом [36]. Антагонист Bacillus sp. подавлял 
антракноз чили за счет активации защитных фер-
ментов и накопления фенольных соединений [37]. 
Аналогично штамм Bacillus sp. повышал устойчи-
вость сои к Rhizoctonia solani и Fusarium oxysporum, 
индуцируя синтез ферментов, связанных с антиок-
сидантной защитой (ФАЛ, ПО, ПФО) [38]. Пока-
зано, что штамм B. subtilis был способен снижать 
заболеваемость фузариозом, повышая активность 
антиоксидантных ферментов (ПО, ПФО, ФАЛ) 
в растениях огурца [39]. Индукция устойчивости 
штаммом Bacillus sp. к Plasmopara halstedii сопрово-
ждалась накоплением в подсолнечнике защитных 
ферментов (ФАЛ, ПО, ПФО) [40].

Таким образом, многочисленными исследова-
ниями показана важность изучения особенностей 
функционирования антиоксидантных систем для 
понимания механизмов формирования защит-
ного ответа растений к  биотическим стрессам. 
В этой связи очевидна актуальность изучения роли 

антиоксидантных ферментов в индукции систем-
ной устойчивости растений пшеницы в ответ на 
обработку штаммами Bacillus spр. и их сочетаниями 
с салицилатом хитозана при заражении возбудите-
лем темно-бурой пятнистости. Эти исследования 
представляют как теоретический, так и практиче-
ский интерес.

Среди опасных возбудителей, поражающих 
пшеницу, можно назвать Bipolaris sorokiniana 
(Sacc. em Sorok) (Shoemaker, 1959) — телеоморфа 
Cochliobolus sativus (Ito & Kuribayashi) Drechsl ex 
Dastur — распространенный во всем мире фитопа-
тогенный гриб, вызывающий заболевание пшени-
цы и других зерновых. Заболевание, вызываемое 
этим микромицетом, имеет несколько названий, 
например бурая пятнистость, обыкновенная кор-
невая гниль и черная пятнистость зерна [41].

Цель работы  — изучение действия штаммов 
B. subtilis ВКМ В-2604D и ВКМ В-2605D и их со-
четаний с салицилатом хитозана (СХ) на фермен-
ты антиоксидантной защиты при формировании 
устойчивости растений пшеницы к темно-бурой 
пятнистости.

МЕТОДИКА

В  работе использовали яровую пшеницу 
Triticum aestivum L. сорта Саратовская 29, которую 
заражали возбудителем темно-бурой пятнистости  
B. sorokiniana (Sacc.) Shoemaker. Штамм фитопа-
тогенного микромицета был получен из Государ-
ственной коллекции микроорганизмов, патоген-
ных для растений и  их вредителей Центра кол-
лективного пользования научным оборудованием 

“Инновационные технологии защиты растений” 
ФГБНУ ВИЗР.

Глубинное культивирование штаммов B. subtilis 
ВКМ В-2604D и  ВКМ В-2605D проводили при 
28 C в  течение 72 ч на питательной среде следу-
ющего состава (г/л): кукурузный экстракт  — 30, 
меласса — 15, pH 7.2 в колбах объемом 750 мл со 
100 мл среды на круговой качалке при 220 об./мин. 
Титр жизнеспособных клеток в полученной куль-
туральной жидкости (КЖ ) составлял 1010 КОЕ/мл.

Схема опыта предусматривала следующие 
варианты.

1. Контроль (вода).
2. КЖ штаммов B. subtilis ВКМ В-2604D и ВКМ 

В-2605D в соотношении 1 : 1.
3. КЖ штаммов B. subtilis ВКМ В-2604D и ВКМ 

В-2605D + 0.1% СХ. При получении образца в пи-
тательную среду для глубинного культивирования 
добавляли 0.1% СХ.

4. Композиция КЖ штаммов B. subtilis ВКМ 
В-2604D и ВКМ В-2605D + 0.1% СХ. К 72-часовой 
КЖ (титр 109 КОЕ/мл) добавляли СХ до концен-
трации 0.1%.
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5. СХ — 0.1%.
СХ получали из хитозана с молекулярной мас-

сой 60 кДа со степенью деацетилирования 85% 
(ООО “Биопрогресс”, Россия) согласно методу [42].

Титр жизнеспособных клеток в образцах опреде-
ляли стандартным методом десятикратных серий-
ных разведений с высевом на сухой питательный 
агар для культивирования микроорганизмов (СПА, 
НПО “Микроген”) и последующим подсчетом чис-
ла выросших колоний (ОФС.1.7.2.0008.15).

Образцы на основе сочетания штаммов B. subtilis 
ВКМ В-2604D и ВКМ В-2605D и СХ были вклю-
чены в работу на основании их высокой биологи-
ческой эффективности в  отношении комплекса 
болезней разной этиологии в  полевых опытах на 
яровой мягкой пшенице, проведенных ранее (дан-
ные не опубликованы). Например, наибольшее сни-
жение интенсивности развития желтой ржавчины 
(на 40.1%) было зарегистрировано в варианте опыта 
с сочетанием КЖ + 0.1% СХ (композиция). В вари-
антах опыта 0.1% салицилат хитозана и КЖ + 0.1% 
СХ (глубинное культивирование) развитие болезни 
снижалось на 26.4% (t = 2.6) и 22.5% (t = 2.1) (рис. 1).

Опыты по оценке иммуномодулирующей актив-
ности исследуемых образцов проводили методом 
отделенных листьев. Семисуточные проростки мяг-
кой пшеницы восприимчивого сорта Саратовская 
29 опрыскивали растворами лабораторных образцов 
(из расчета 30 мл на 100 растений), согласно схеме 
опыта, за 24 ч до инокуляции патогеном — листо-
вой формой гемибиотрофа B. sorokiniana (титр 4 × 
103 спор/мл). Концентрация клеток (титр) штаммов 
B. subtilis ВКМ В-2604D и ВКМ В-2605D в образцах 
составляла 109 КОЕ/мл. На следующий день гото-
вили газоны, нарезая и укладывая листья плотным 
слоем в кювете (30 × 30 см) на стеклянной пласти-
не, покрытой фильтровальной бумагой. Затем кюве-
ту опрыскивали взвесью спор по 10 мл и оставляли 
в темноте на сутки. Время заражения считали нача-
лом опыта. На следующий день аккуратно добавля-
ли раствор бензимидазола (0.004%), который под-
держивает метаболизм в отрезках листьев пшеницы 
на уровне, при котором тип реакции к возбудите-
лю соответствует таковому для интактных растений. 
Пораженность листьев оценивали на 4 сут после 
заражения B. sorokiniana в % площади листа. В кон-
троле растения обрабатывали водой.

Влияние штаммов B. subtilis ВКМ В-2604D 
и  ВКМ В-2605D и  их сочетаний с  СХ на актив-
ность ферментов оценивали при анализе проб ли-
стьев пшеницы, отобранных до заражения и  на 
1, 2, 3 и 4-е сутки после заражения B. sorokiniana. 
Варианты включали растения без заражения и об-
работок (контроль), растения, обработанные за 24 
ч до заражения B. sorokiniana, и растения, обрабо-
танные штаммами B. subtilis ВКМ В-2604D и ВКМ 
В-2605D и  их сочетаниями с  СХ и  0.1% СХ без 
заражения.

Для определения активности ферментов наве-
ску из 20 листьев растирали в 0.05 М фосфатном 
буфере (pH 6.2) в соотношении 1 : 5, экстрагирова-
ли 30 мин при 4 C, затем центрифугировали 10 мин 
при 8000 g на микроцентрифуге Eppendorf 5415R 
(“Eppendorf”, США).

Активность каталазы (КАТ) в листьях пшеницы 
определяли по методу Баха [43] на 1, 2, 3 и 4-е сутки 
после заражения B. sorokiniana, активность ПО — 
колориметрически по Бояркину [44].

Все опыты выполняли в 3 биологических и 3 хи-
мических повторностях.

Для обработки данных использовали диспер-
сионный анализ программы Statistica 6.0 (“StatSoft, 
Inc.”, США) и Excel 2016. При расчетах примени-
ли методы параметрической статистки на основе 
средних М и их стандартных ошибок ±SEM (95% 
доверительных интервалов, наименьшей суще-
ственной разности НСР при p < 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты оценки влияния штаммов B. subtilis 
ВКМ В-2604D и ВКМ В-2605D, СХ и их сочетаний 
на устойчивость растений пшеницы к инфициро-
ванию B. sorokiniana представлены в табл. 1.

Анализ развития темно-бурой пятнистости на 
листьях пшеницы показал, что в контрольных за-
раженных растениях признаки болезни наблюда-
лись в виде бурых пятен, занимающих 60% площа-
ди листа (табл. 1). Предварительное опрыскивание 
растений КЖ штаммов B. subtilis ВКМ В-2604D 
и ВКМ В-2605D с последующим заражением воз-
будителем темно-бурой пятнистости снижало пло-
щадь поражения листьев до 40%.

Включение в среду для культивирования штам-
мов-продуцентов СХ в концентрации 0.1% сокра-
щало пораженность листьев в 3 раза, что свидетель-
ствовало о более высокой иммуномодулирующей 
активности этого образца. Добавление СХ к КЖ 
штаммов в концентрации 0.1% также положитель-
но повлияло на индуцирующую способность анта-
гониста, повышая его биологическую активность 
в  4  раза (площадь поражения листьев составила 
15%) (табл. 1). Салицилат хитозана показал себя эф-
фективным индуктором болезнеустойчивости, сни-
зив пораженность растений более чем в 10 раз (5%).

Следует отметить, что при глубинной фермен-
тации штаммов B. subtilis в среде с СХ происходи-
ло его расщепление хитиназами бактерий и ути-
лизация в качестве питательного субстрата с об-
разованием олигомеров хитозана [32], а  также 
выход в ферментативную среду салициловой кис-
лоты (СК), связанной с хитозаном ионной связью, 
вследствие диссоциации соли. Наличие в КЖ хи-
тоолигосахаридов, которые, как известно, являют-
ся эффективными элиситорами индуцированной 
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устойчивости в растениях [19, 45] и СК как сиг-
нальной молекулы, включающей каскад защитных 
реакций в растениях, можно объяснить усиление 
индуцирующей активности штаммов в этом вари-
анте опыта. Поскольку сам СХ обладает хорошей 
иммуномодулирующей активностью, то включе-
ние СХ в культуральную жидкость штаммов при-
водило к  повышению индуцирующей активно-
сти композиции B. subtilis ВКМ В-2604D и ВКМ 
В-2605D+0.1% СХ.

Механизм индуцирующего действия хитооли-
госахаридов включает активацию генов защитных 
белков [46], усиление генерации активных форм 
кислорода, прежде всего Н2О2, которая, в свою оче-
редь, может также выполнять сигнальную функцию, 
активируя гены белков через редокс-контроль транс-
крипционных факторов или с помощью взаимодей-
ствия с другими сигнальными компонентами [27].

Одной из самых ранних защитных реакций, 
активируемых в  тканях растений в  ответ на ата-
ку патогенов, является окислительный взрыв, ха-
рактеризующийся быстрым и кратковременным 
высвобождением активных форм кислорода (АФК), 
представленных супероксидным анион-радикалом, 
гидроксильным радикалом, пероксидом водорода 
(Н2О2), которые включают цепь последующих за-
щитных реакций [47, 48]. Н2О2 — наиболее хими-
чески стабильная АФК [49]. Показано, что перок-
сид водорода оказывает прямое противомикробное 
действие и участвует в перекрестном связывании 
клеточных стенок, а  также в  передаче сигналов, 
индукции экспрессии генов, гибели гиперчувстви-
тельных клеток и индуцированной системной при-
обретенной устойчивости [50]. Хотя АФК играют 
важную роль в устойчивости растений, их повы-
шенный синтез приводит к значительному повреж-
дению растительных клеток [51–53].

Процесс регуляции количества АФК в  клет-
ках инфицированных патогеном растений 

принадлежит антиоксидантным ферментам, среди 
них особое значение имеют ПО и КАТ [54–56].

С целью оценки участия антиоксидантных фер-
ментов в формировании индуцированной устой-
чивости пшеницы к  темно-бурой пятнистости 
предварительно было изучено действие штаммов 
бацилл и их сочетаний с СХ на активность антиок-
сидантных ферментов (КАТ и ПО) в незараженных 
проростках пшеницы.

Согласно полученным результатам, бактериаль-
ные штаммы оказывали значительное влияние на 
активность ферментов (табл. 2, 3)

Как видно из табл. 2, активность КАТ возраста-
ла через 1 сут после обработки растений пшеницы 
штаммами B. subtilis и их комбинациями с СХ по 
отношению к контрольным необработанным рас-
тениям. Повышенная ативность КАТ в этих вари-
антах сохранялась в течение всего опыта. Наиболее 
высокий уровень активности КАТ отмечен у рас-
тений, обработанных комбинациями штаммов B. 
subtilis с СХ. В отличие от штаммов бактерий, СХ 
снижал активность КАТ на 1 сутки, однако в даль-
нейшем наблюдалось постепенное повышение ак-
тивности этого фермента.

Изменение активности ПО в  растениях пше-
ницы в различных вариантах опыта представлены 
в табл. 3. Выявлено значительное увеличение ак-
тивности ПО, начиная с 3 сут после инокуляции 
штаммами B. subtilis и их сочетаниями с СХ. В об-
работанных растениях пшеницы наблюдался рост 
активности ПО в течение всего опыта с максиму-
мом на 5 сут после обработки по отношению к не-
обработанному контролю.

Наиболее высокий уровень активности фермен-
та был отмечен у растений, обработанных B. subtilis 
ВКМ В-2604D + ВКМ В-2605D + 0.1% СХ, кото-
рый превышал активность ПО в контрольных рас-
тениях в 2.5 раза. Следует отметить, что, в отличие 
от остальных вариантов опыта, снижение активно-
сти ПО под действием СХ в 1 сут после обработки 

Таблица 1. Влияние предварительной обработки листьев штаммами B. subtilis ВКМ В-2604D и ВКМ В-2605D 
и их сочетаний с салицилатом хитозана (СХ) на пораженность листьев пшеницы B.sorokiniana

Вариант опыта
Титр клеток  

B. subtilis в образце, 
КОЕ/мл

Пораженность листьев 
пшеницы, %
(НСР05 = 4.5)

Контроль (вода) – 60
КЖ штаммов B. subtilis ВКМ В-2604D и ВКМ В-2605D 109 40
КЖ штаммов B. subtilis ВКМ В-2604D и ВКМ В-2605D + 0.1% СХa 109 20
Композиция: КЖ штаммов B. subtilis ВКМ В-2604D  
и ВКМ В-2605D + 0.1% СХb 109 15

СХ 0.1% – 5
Примечание.a СХ добавляли в питательную среду для культивирования микроорганизмов; b СХ вводили в состав после окончания куль-
тивирования штаммов, при этом к 72-часовой КЖ (титр 109 КОЕ/мл) добавляли СХ до концентрации 0.1%.
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сменялось положительным влиянием этого поли-
мера на активность фермента.

Таким образом, экспериментально установ-
лено стимулирующее влияние штаммов B. subtilis 
и их сочетаний с СХ на активность КАТ и ПО, что 
свидетельствовало об активации антиоксидантной 
системы у растений пшеницы в ответ на обработку 
антагонистами.

Эти результаты согласуются с работами ряда ав-
торов, в которых сообщалось о способности бакте-
рий-антагонистов усиливать активность антиокси-
дантных ферментов в растениях томата и сои [57, 58].

Результаты изучения влияния штаммов B. 
subtilis и  их комбинациями с  СХ на активность 

антиоксидантных ферментов (КАТ и  ПО) в  за-
раженных растениях пшеницы представлены на 
рис. 2.

Анализ динамики изменения активности ука-
занных ферментов в зараженных проростках пше-
ницы показал, что процесс заражения растений 
пшеницы возбудителем темно-бурой пятнистости 
сопровождался увеличением их активности отно-
сительно контрольных незараженных растений на 
всем протяжении опыта. Ко времени наибольше-
го развития болезни (4 сут после заражения), когда 
вся ткань листа была некротизирована, активность 
ферментов постепенно снижалась (рис. 2).

Таблица 2. Влияние инокуляции штаммами B. subtilis ВКМ В-2604D и ВКМ В-2605D и сочетаниями с СХ 
на активность КАТ в листьях пшеницы

Вариант опыта
Активность КАТ, мкМоль Н2О2/мин/г сырой массы листьев

до обработки
после обработки

1 сут 2 сут 3 сут 4 сут 5 сут
Контроль (вода) 170 170 175 170 170 185
B. subtilis  
ВКМ В-2604D + ВКМ В-2605D 170 210 200 185 180 190

B. subtilis
ВКМ В-2604D + ВКМ В-2605D + 0.1% СХ 170 230 225 220 230 215

Композиция:
B. subtilis  
ВКМ В-2604D + ВКМ В-2605D + 0.1% СХ

170 200 205 210 215 210

СХ 0.1% 170 160 190 180 190 200
НСР 0.05 8.5 9.7 9.9 9.7 9.8 10.0

Таблица 3. Влияние инокуляции штаммами B. subtilis ВКМ В-2604D и ВКМ В-2605D и сочетаниями с СХ 
на активность ПО в листьях пшеницы

Вариант опыта
Активность ПО, усл. ед./г сырой массы листьев

до обработки сутки после обработки
0 1 2 3 4 5

Контроль (вода) 12 11 12 13 12 13
КЖ штаммов
B. subtilis
ВКМ В-2604D + ВКМ В-2605D

11 14 14 16 21 22

КЖ штаммов
B. subtilis
ВКМ В-2604D + ВКМ В-2605D + 0.1% СХ

12 12 16 25 30 34

Композиция
КЖ штаммов
B. subtilis
ВКМ В-2604D + ВКМ В-2605D + 0.1% СХ

11 11 13 20 24 29

СХ 0.1% 10 9 12 15 18 20
НСР 0.05 1.3 1.4 1.2 1.4 1.5 1.5
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Полученные результаты экспериментов выяви-
ли временные различия в повышении активности 
антиоксидантных ферментов в процессе развития 
болезни (рис. 2). На 1 сутки в зараженных патоге-
ном листьях пшеницы наблюдался резкий подъем 
активности КАТ с постепенным понижением ее 
активности на 4 сутки. Максимальное увеличение 
активности ПО наблюдалось на 3 сутки после за-
ражения, когда проявлялись четкие признаки за-
болевания в виде коричневых пятен. Как известно, 
начальный этап инфицирования растений сопро-
вождается активацией системы генерации АФК 
с накоплением пероксида водорода. Пероксид 

водорода, будучи субстратом КАТ, в свою очередь, 
индуцирует рост активности этого фермента, что 
способствует ее увеличению в  1 сутки после за-
ражения. Активность ПО постепенно возрастала 
в зараженных проростках, достигнув на 3 сутки по-
сле заражения 10-кратного превышения по сравне-
нию с незараженным контролем.

Дальнейшее развитие болезни сопровождалось 
повышенным уровнем активности ПО, которая, 
наряду с КАТ, включалась в контроль количества 
образующегося пероксида водорода.

Исследования показали, что начальный пери-
од (1–3 сут после заражения растений пшеницы) 

Рис. 2. Влияние заражения B. sorokiniana листьев пшеницы, обработанных штаммами B. subtilis и их сочетаниями 
с СХ, на активность КАТ (мкмоль Н2О2/мин/г сырой массы листьев) (а) и ПО (усл. ед./г сырой массы листьев) 
(б): I — контроль зараженный; II — КЖ штаммов B. subtilis ВКМ В-2604D + ВКМ В-2605D; III — КЖ штаммов 
B. subtilis ВКМ В-2604D + ВКМ В-2605D + 0.1% СХ; IV — композиция: КЖ штаммов B. subtilis ВКМ В-2604D + ВКМ 
В-2605D + 0.1% СХ; V — 0.1% СХ; VI — незараженный контроль.
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сопровождался повышением активности КАТ 
и ПО, что свидетельствовало о вовлечении анти-
оксидантных ферментов в инфекционный процесс. 
Постепенное снижение активности антиоксидант-
ных ферментов по мере развития болезни (4 сут) 
и переход патогена из биотрофной в некротроф-
ную фазу приводило к возрастанию окислитель-
ных процессов, которые по интенсивности пре-
восходили уровень активности антиоксидантной 
системы растения. В результате у растений иници-
ировалось интенсивное некрозообразование, что 
создавало благоприятную среду обитания для па-
тогена. Развитие болезни в этот период визуально 
проявлялось в виде коричневых пятен на листьях. 
Следствием этого становился рост восприимчиво-
сти растений к темно-бурой пятнистости, что со-
ответствовало данным литературы [59].

Листья, обработанные штаммами бацилл и их 
сочетаниями с СХ и инокулированные патогеном, 
продемонстрировали также повышенную актив-
ность ферментов, но уровень их активности был 
ниже, чем в зараженном контроле. Так, активность 
КАТ в обработанных штаммами бацилл и их соче-
таниями с СХ в зараженных проростках возраста-
ла на 7–18% в 1-е сутки после заражения по срав-
нению с незараженным контролем, но была ниже, 
чем в зараженных контрольных растениях (рис. 2) 
в зависимости от варианта опыта. Отмечено, что 
на 3 сутки опыта активность КАТ в растениях, об-
работанных штаммами бацилл и их сочетаниями 
с СХ и инокулированных патогеном, была выше 
по сравнению с зараженным контролем.

Обнаружено, что обработка только СХ снижа-
ла активность фермента на 24% в 1-е сутки у зара-
женных растений, причем активность КАТ в этом 
варианте опыта оставалась ниже зараженного кон-
троля в течение всего опыта.

Активность ПО в обработанных и инфициро-
ванных растениях на всем протяжении опыта также 
росла по отношению к незараженному контролю, 
достигая максимума на 3-и сутки, хотя уровень ак-
тивности фермента был ниже, чем у контрольных 
зараженных растений. Так, обработка штаммами 
бацилл и их сочетаниями с СХ в 5.0–6.6 раз повы-
шала активность ПО на 3-и сутки опыта, но при 
этом динамика изменения активности фермента 
оставалась такой же, как в зараженных контроль-
ных растениях.

В обработанных СХ и зараженных растениях ак-
тивность фермента на 3-и сутки в 3 раза превыси-
ла незараженный контроль, но уровень активности 
фермента оставался ниже по сравнению с другими 
вариантами опыта.

Полученные результаты согласовывались с бо-
лее ранними сообщениями [37–40], в  которых 
была показана способность бактерий-антагонистов 
усиливать активность антиоксидантных ферментов 
в качестве защитного механизма. Так, снижение 

развития пирикуляриоза в растениях риса, обра-
ботанных штаммами Bacillus spp., коррелировало 
с резким увеличением активности антиоксидант-
ных ферментов, связанных с механизмами защиты: 
СОД (в 1.7 раза), ПО (в 3.5 раза), ПФО (в 3 раза) 
и др. Активность ферментов достигала максимума 
на 4-е сутки после инокуляции Pyricularia oryzae, 
что свидетельствовало о запуске ISR [36]. В рас-
тениях пшеницы, обработанных продуцирующим 
сурфактин штаммом B. subtilis 24Д и  инфициро-
ванных грибом Parastagonospora nodorum, уже через 
24 ч уровень анионной пероксидазы был в 3 раза 
выше по сравнению с контрольными растениями 
[7]. По данным Омара с соавт. [60], предобработка 
растений пшеницы B. subtilis за 24 ч до инокуляции 
патогеном повышала активность антиоксидантных 
ферментов (КАТ, ПО и ПФО), участвующих в от-
ветной защитной реакции путем индукции устой-
чивости пшеницы к бурой ржавчине.

Штамм Bacillus sp. повышал устойчивость сои 
к Rhizoctonia solani и Fusarium oxysporum, индуцируя 
синтез ферментов, связанных с антиоксидантной 
защитой (ФАЛ, ПО, ПФО) [38]. Как упомина-
лось выше, антиоксидантные ферменты регулиру-
ют в клетках растений количество активных форм 
кислорода (АФК) и, в частности, Н2О2, являющего-
ся источником окислительного стресса при зараже-
нии патогенами [54].

Существенное значение в регуляции содержа-
ния Н2О2 в тканях растений имеет КАТ. Установ-
лено, что при возрастании ее активности содер-
жание Н2О2 уменьшается, что не позволяет раз-
виться устойчивости, вследствие чего возрастает 
восприимчивость растений к патогенам. Напротив, 
уменьшение каталазной активности в клетках рас-
тений на начальной стадии патогенеза — необходи-
мое условие сохранения высокого количества Н2О2, 
требующегося для обезвреживания фитопатогена 
в тканях и формирования устойчивости [8, 28, 61]. 
ПО вовлечена как в генерацию, так и в утилизацию 
Н2О2. Основная функция ПО — защита раститель-
ного организма от окислительного стресса, а также 
непосредственное участие в синтезе антимикроб-
ных соединений и укреплении клеточной стенки 
растения путем формирования лигнина, что корре-
лирует с устойчивостью [30] растений к болезням.

Полученные нами данные показали, что про-
цесс заражения растений пшеницы возбудителем 
темно-бурой пятнистости сопровождался увели-
чением активности КАТ и ПО относительно кон-
трольных незараженных растений. Выявлено, что 
активность КАТ и ПО, регулирующих количество 
Н2О2 в  предварительно обработанных штамма-
ми Bacillus spp. и в сочетании с СХ и зараженных 
растениях, хотя и возрастала, но была ниже, чем 
в контрольных зараженных растениях.

Ингибирующее действие штаммов бацилл и их 
сочетаний с СХ на активность КАТ обусловлено 
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наличием в культуральной жидкости легко отще-
пляющейся от хитозана СК. Как известно из лите-
ратуры и показано в предыдущих работах, индуци-
рующий эффект экзогенной СК при повышении 
устойчивости растений к фитопатогенам обуслов-
лен ее способностью ингибировать каталазу  — 
фермент, детоксицирующий пероксид водорода, 
что приводит к ее накоплению [42, 56, 62–64].

Экспериментально уставновлено, что актив-
ность КАТ и  ПО в  обработанных СХ растениях 
пшеницы после инокуляции патогеном на 1-е сут-
ки понижалась, а затем возрастала до уровня, кото-
рый был ниже, чем в зараженном контроле и всех 
других вариантах опыта. Отсюда следует, что более 
низкая активность КАТ и ПО в листьях растений 
обработанных композицией штаммов B. subtilis 
ВКМ В-2604D и  ВКМ В-2605D + 0.1% CХ обу-
словлена ингибирующем действием содержащего-
ся в ней СХ на ферменты.

Таким образом, в  растениях пшеницы, обра-
ботанных штаммами B. subtilis и их сочетаниями 
с  СХ при последующем заражении, происходит 
активация каталазы и  пероксидазы, регулирую-
щих интенсивность окислительного стресса, ин-
дуцированного внедрением патогена. Учитывая 
полученные данные, можно допустить, что повы-
шение устойчивости растений к патогену реализу-
ется через контроль активности антиоксидантных 
ферментов (в частности, КАТ, ПО), которые под-
держивают концентрацию Н2О2 на уровне, необхо-
димом для обезвреживания и уничтожения фито-
патогена в тканях, включая активацию сшивания 
и лигнификации. Эти процессы укрепляют клеточ-
ную стенку и помогают сдерживать распростране-
ние патогена в растении. При этом также происхо-
дит включение защитных реакций, ведущих к раз-
витию индуцированной устойчивости в растениях 
пшеницы к темно-бурой пятнистости, что прояв-
ляется в снижении развития болезни на 25–45% по 
отношению к зараженному контролю в обработан-
ных растениях (табл. 1).

Это предположение подтвердили исследования 
Яруллиной с соавт. [65], которые показали, что об-
работка растений картофеля штаммом B. subtilis 
совместно с хитоолигосахаридами сопровождалась 
активацией КАТ, ПО, накоплением Н2О2 и транс-
криптов генов, кодирующих PR-белки, что приво-
дило к развитию защитных реакций в растениях 
картофеля к возбудителю фитофтороза по пути ин-
дуцированной устойчивости. Причем в регуляцию 
содержания Н2О2 в растениях картофеля на ранних 
этапах инфекционного процесса в этом случае вов-
лечены и КАТ, и ПО.

Полученные результаты свидетельствовали 
о перспективности сочетания штаммов — антаго-
нистов возбудителей болезней растений и СХ для 
повышения биологической эффективности разра-
батываемых биопрепаратов.

ФИНАНСИРОВАНИЕ РАБОТЫ. Данная рабо-
та финансировалась за счет государственного зада-
ния в соответствии с тематическим планом ВИЗР 
по проекту по FGEU-2023–0006 “Разработка эко-
лого-генетических основ отбора штаммов микро-
бов-антагонистов, энтомопатогенных грибов и не-
матод; разработка технологий получения и  при-
менения новых полифункциональных препаратов 
для контроля численности вредных организмов 
(вредители, возбудители болезней) и повышения 
супрессивности почвы” из средств бюджета инсти-
тута (ВИЗР). Никаких дополнительных грантов на 
проведение или руководство данным конкретным 
исследованием получено не было.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ. 
В данной работе отсутствуют исследования челове-
ка или животных.
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Effect of Bacillus subtilis in Combination with Chitosan Salicylate  
on Peroxidase and Catalase Activity in B. sorokiniana Infected Wheat

I. I. Novikovaa, E. V. Popovaa, N. M. Kovalenkoa, and I. L. Krasnobaevaa, *
aAll-Russian Research Institute of Plant Protection, St. Petersburg, 196608 Russia

*e-mail: krasnobaeva08@mail.ru

The aim of the work was to study the effect of Bacillus subtilis strains VKM B-2604D and VKM B-2605D  
which form the basis of the Vitaplan biological product, and their combinations with chitosan salicylate 
on antioxidant defense enzymes in the process of formation of resistance of wheat plants to infection 
with the dark brown blotch pathogen Bipolaris sorokiniana. In wheat plants treated with B. subtilis 
strains and their combinations with chitosan salicylate, upon subsequent infection, catalase and 
peroxidase are activated, which regulate the intensity of oxidative stress induced by the introduction 
of the pathogen. Taking into account the data obtained by us, it can be assumed that the increase in 
plant resistance to the pathogen is realized through the control of the activity of antioxidant enzymes 
(in particular, catalase, peroxidase), which maintain the concentration of H2O2 at the level necessary 
for the neutralization of the phytopathogen in tissues, including the direct destruction of the invading 
pathogen and / or activation of crosslinking and lignification of the cell wall. These processes strengthen 
the cell wall and help contain the spread of the pathogen in the plant. At the same time, protective 
reactions are also switched on, leading to the development of induced resistance in wheat plants to dark 
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brown spotting, which manifests itself in a decrease in the development of the disease by 25–45% relative 
to the infected control in the treated plants. The obtained results indicate that the combination of 
active strains of microorganisms-antagonists of plant pathogens and chitosan salicylate is promising for 
increasing the biological efficiency and expanding the spectrum of action of the developed prescription 
forms of biological products.

Keywords: Bacillus subtilis strains, chitosan salicylate, catalase, peroxidase, Bipolaris sorokiniana, induced re-
sistance, wheat
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Альтернатива химическим средствам защиты 
растений  — использование индукторов болезнеу-
стойчивости растений, способных стимулировать 
врожденные механизмы защиты растений, в том чис-
ле изменять обмен веществ в неблагоприятную для 
возбудителя болезни сторону. При этом формирова-
ние защитного ответа обусловлено экспрессией ге-
нов под действием сигнальных молекул и экзогенных 
биологически активных веществ — иммуномодулято-
ров [1, 2]. Перспективный индуктор болезнеустойчи-
вости растений ‒ хитозан. Однако его биологическая 
эффективность определяется его составом и свой-
ствами: молекулярной массой, наличием примесей, 
степенью замещения и др. Чем ниже молекулярная 
масса полимера, тем легче он проникает в ядра кле-
ток растений, способствуя ускорению морфогене-
за, накоплению фитоалексинов и хитиназ, вызывая 
ускорение роста и повышенную устойчивость к фи-
топатогенам [3–6].

Хитозан обладает высокой ростостимулирую-
щей и элиситорной активностью, выраженными 
антибактериальными и фунгицидными свойства-
ми. Он совместим с органическими и микробио-
логическими средствами защиты, усиливает и про-
лонгирует их действие, оставаясь безопасным для 
растений, почвы и человека [7]. Хитозан облада-
ет свойствами биофунгицидов, биобактерицидов 
и биовирулицидов, тем самым обеспечивая ком-
плексную защиту растений от вредных микроор-
ганизмов. Хитозан — N-деацетилированное про-
изводное хитина, основного структурного поли-
мера, входящего, в частности, в состав оболочки 
насекомых, экзоскелета ракообразных. По хими-
ческой природе хитозан — это линейный полимер, 
природный полисахарид, состоящий из связанных 
между собой 1,4-гликозидными связями D-глюко-
замина и N-ацетил-D-глюкозамина [8].

DOI: 10.31857/S0555109924020109  EDN: FZRAGF

Показано, что применение при возделывании пшеницы полифункциональных комплексов на основе 
бактериальных штаммов Bacillus subtilis и 0.1%-ного салицилата хитозана приводило к существенному 
снижению поражаемости растений болезнями: желтой и бурой ржавчиной, мучнистой росой, корне-
вой гнилью и обусловливало рост морфометрических показателей продуктивности. Такая тенденции 
была связана со значительным влиянием полифункциональных комплексов на увеличение числа пер-
вичных и узловых корней; длину узловых корней; продуктивную кустистость; число колосков в коло-
се, массу зерен одного колоса. Однако эффективность защитных и стимулирующих обработок пше-
ницы зависела также от комплекса природно-климатических факторов сезонов вегетации пшеницы.
Ключевые слова: биопрепараты, салицилат хитозана, бактериальные штаммы, Bacillus subtilis, мягкая 
пшеница, элементы продуктивности, болезни пшеницы
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Постоянно ведутся поиски хитинсодержаще-
го сырья, специфичного для отдельных регионов, 
но основной его источник — отходы от переработ-
ки различных ракообразных — крабов, креветок 
и криля. Альтернативой хитозану, получаемому из 
панцирей ракообразных, являются хитозан-глюка-
новые комплексы (ХтГК), выделенные из высших 
базидиальных грибов [9]. Для практического при-
менения в растениеводстве в России был разрабо-
тан ряд биопрепаратов на основе хитозана с ком-
мерческими наименованиями “Нарцисс”, “Эко-
гель” и “Агрохит” [3].

Бактерии, широко используемые в биологиче-
ской защите растений — Pseudomonas spp., Bacillus 
spp., Serratia spp. и  Paenibacillus spp. — могут ин-
дуцировать ферменты, связанные с проявлением 
устойчивости растений к болезням, включая хи-
тиназу, фенилаланин-аммиак-лиазу, пероксидазу, 
липоксигеназу, супероксиддисмутазу [10]. Высо-
кая биологическая эффективность биопрепаратов 
на основе бактерий рода Bacillus определяется их 
особенностью активно колонизировать ризосферу 
растений, синтезировать антибиотики широкого 
спектра антимикробной активности и долгое вре-
мя сохраняться в растительном биоценозе в форме 
эндоспор. Их применение для защиты сельскохо-
зяйственных культур может снизить поражаемость 
растений многими возбудителями болезней [11].

Бактерии рода Bacillus, и в частности В. subtilis 
Z-14, синтезируют липопептидные антибиотики, 
в том числе итурины, фенгицины и сурфактины [12]. 
Они оказывают прямое или косвенное ингибирую-
щее действие на возбудителей микозов растений, 
но не токсичны для самих растений [13]. Липопеп-
тидные антибиотики относительно стабильны по 
своей природе и устойчивы к кислотам и щелочам, 
что гарантирует длительность их антагонистическо-
го действия. Итурины и фенгицины обладают ши-
роким спектром действия против фитопатогенных 
грибов [14]. Штаммы B. subtilis способны синтезиро-
вать сурфактин и повышать устойчивость пшеницы 
к болезням [15, 16]. Обработка растений бактериями 
может индуцировать биосинтез и метаболизм терпе-
ноидов, активность хитиназы, фенилпропаноидов, 
активизировать механизмы активации защитных 
сигнальных путей [10].

Однако жизнедеятельность бактерий при раз-
личных метеорологических условиях может варь-
ировать, большое влияние на них оказывают 
внешние факторы, такие как свет, температура 
и  влажность. При определенном сочетании ме-
теофакторов эффективность бактериальных пре-
паратов в полевых условиях нестабильна и может 
существенно снижаться в отношении вредных ор-
ганизмов [17].

Одно из наиболее приоритетных направле-
ний в практике экологизированного адаптивного 
земледелия в настоящее время — использование 

полифункциональных биопрепаратов, эффектив-
ных в отношении широкого спектра фитопатоге-
нов и позволяющих получить качественную сель-
скохозяйственную продукцию. Подобные препа-
раты могут положительно влиять как на отдельные 
стороны обмена веществ, так и на функциональное 
состояние растительного организма в целом [5, 18].

Прогресс в семеноведении тесно связан с тех-
ническими инновациями и их доступностью для 
применения. Кроме того, на основе технологиче-
ских достижений разрабатываются новые методы 
оценки качества семян для их тестирования [19]. 
Инструментальные методы, потенциально при-
годные для неинвазивной оценки качества семян, 
можно разделить на три группы [20]. Первая груп-
па — группа оптических методов, которые вклю-
чают цифровую оптическую визуализацию [21], 
мультиспектральную визуализацию [22], измере-
ние флуоресценции хлорофилла [23]. К интроско-
пическим методам относятся микрофокусная рент-
генография [24, 25], компьютерная микротомогра-
фия [26] и магнитно-резонансная томография [27]. 
Третью группу составляют электрофизические ме-
тоды (электрофотография) [28].

Цель настоящей работы — биологическое об-
основание эффективности применения поли-
функциональных комплексов на основе штаммов 
B. subtilis и 0.1%-ного салицилата хитозана при воз-
делывании мягкой пшеницы.

МЕТОДИКА

Место проведения работы — лаборатория ми-
кробиологической защиты растений ФГБНУ ВИЗР, 
кафедра защиты и карантина растений ФГБОУ ВО 
СПбГАУ. Экспериментальные исследования вы-
полнены на полях научно-производственной базы 

“Пушкинские и  Павловские лаборатории ВИР” 
ФГБНУ “Федеральный исследовательский центр 
Всероссийский институт генетических ресурсов 
растений им. Н. И. Вавилова” (ВИР).

Растительным материалом для проведения ис-
следования послужил сорт мягкой пшеницы яро-
вой Ленинградская 6, к-64900 из отдела генетиче-
ских ресурсов пшеницы ВИР.

Образцы пшеницы были высеяны на делянках 
площадью 1.0 м2 рядовым способом посева с меж-
дурядьями 15 см и расстоянием в ряду 1–2 см (300 
зерен/м2). Глубина заделки семян: 5–6 см. Поле-
вой опыт по определению влияния биопрепара-
тов и  хитозановых комплексов на фитосанитар-
ное состояние посевов выполнен в трехкратной 
повторности.

Материалом для исследований служили штаммы 
B. subtilis И-5, B. subtilis ВКМ В-2604D и B. subtilis 
ВКМ В-2605D (Государственная коллекция фи-
топатогенных микроорганизмов и их вредителей 
ВИЗР), проявляющие высокую антагонистическую 
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активность в отношении тест-культур фитопато-
генных грибов и бактерий. При глубинном куль-
тивировании бактерии выращивали на оптимизи-
рованной кукурузно-мелассной среде следующего 
состава (г/л): кукурузный экстракт — 30, меласса — 
15; рН 7.8 (ООО “Каргилл”, ООО  “Агроресурс”, 
Россия) при 27–28 C в  течение 72 ч с  аэрацией 
(150 об./мин, шейкер-инкубатор NewBrunswick™ 
Innova® 44, Германия) в  колбах объемом 750 мл 
с 100 мл среды. Отбор проб и оценку развития куль-
тур осуществляли с помощью светового микроско-
па Axio Imager А-2 (“Karl Zeiss”, Германия) один 
раз в сутки. Титры жизнеспособных клеток опре-
деляли методом серийных разведений с высевом 
на агаризованные среды: агар Чапека (“HiMedia 
Laboratories”, Индия); сухой питательный агар 
СПА (АО “НПО “Микроген”, Россия).

В полевых опытах в качестве стандарта исполь-
зовали биопрепарат Витаплан СП, разработан-
ный в ВИЗР на основе высокоактивных штаммов 
Bacillus subtilis (ВКМ В-2604D и ВКМ В-2605D), 
который широко используется в  России для за-
щиты сельскохозяйственных культур от грибных 
и бактериальных болезней.

Схема опыта предусматривала следующие 
варианты:

• без обработки (контроль);
• Витаплан, СП (стандарт, титр жизнеспособ-

ных клеток 1010 КОЕ/г);
• Культуральная жидкость (КЖ) штам-

ма B.  subtilis И-5 (титр жизнеспособных клеток 
1010 КОЕ/мл);

• КЖ штаммов B.  subtilis ВКМ В-2604D и  B. 
subtilis ВКМ В-2605D в соотношении 1 : 1 (КЖ B. 
subtilis ВКМ В-2604D + ВКМ В-2605D), титр жиз-
неспособных клеток 1010 КОЕ/мл;.

• полифункциональный комплекс B. subtilis 
ВКМ В-2604D + ВКМ В-2605D + 0.1% CХ (титр 
жизнеспособных клеток 1010 КОЕ/мл), салици-
лат хитозана (СХ) в концентрации 0.1% добавляли 
в питательную среду для культивирования штам-
мов (титр жизнеспособных клеток 1010 КОЕ/мл);

• полифункциональный комплекс B. subtilis 
И-5  + 0.1% СХ (титр жизнеспособных клеток  
1010 КОЕ/мл), салицилат хитозана в концентрации 
0.1% добавляли в питательную среду для культиви-
рования штамма.

В условиях полевого опыта использовали пре-
параты в разведении 1 : 10. Проводили полусухое 
протравливание семян яровой мягкой пшеницы 
(сорт Ленинградка 6, к-64900) перед посевом при 
норме применения 2.5 мл/100 г семян и трехкрат-
ное опрыскивание вегетирующих растений рабочи-
ми растворами препаратов при норме применения 
100 мл/м2. Стандарт Витаплан, СП использовали 
при норме применения 2 мг/100 г семян для предпо-
севной обработки и 40 мг/10 м2 для опрыскивания 

растений в соответствии с регламентом применения 
Витаплана, СП (“Государственный каталог пести-
цидов и агрохимикатов, разрешенных для примене-
ния на территории РФ”, 2023 г.).

Метеорологические данные были предоставле-
ны отделом агрометеорологии ФИЦ Всероссий-
ский институт генетических ресурсов растений им. 
Н. И. Вавилова (ВИР). Данные по общему числу 
пятен на Солнце и среднемесячным числам Воль-
фа были предоставлены Королевской обсервато-
рией Бельгии (SILSO, World Data Center) и Даль-
невосточным управлением по гидрометеорологии 
и мониторингу окружающей среды (Россия).

Для микрофокусной съемки семян использо-
вали аппаратно-программный комплекс на ос-
нове передвижной рентгенодиагностической 
установки ПРДУ-02, применяемой для контроля 
качества семян (совместная разработка ФГБНУ 
АФИ и  Санкт-Петербургского государственно-
го электротехнического университета ЛЭТИ им. 
В.И. Ульянова-Ленина; предприятие-изготовитель 
ЗАО “ЭЛТЕХ–Мед”, Санкт-Петербург, Россия). 
Коэффициент увеличения изображения при рент-
геновской съемке составлял 3.0½. Программная 
обработка цифровых рентгеновских изображений 
семян пшеницы осуществлялась в программе “Ви-
деоТесТ-Морфология 5.2”. Анализировали следую-
щие параметры изображений: средний размер про-
екции семени (мм), среднюю яркость рентген-про-
екции семени (ед. яркости), округлость семени 
(относительные единицы, отн. ед.), удлиненность 
семени (относительные единицы).

Подробное описание методов фитопатологиче-
ского и фитометрического анализов посевов пше-
ницы, а также алгоритмы статистической обработки 
данных эксперимента приведены в статьях [29, 30].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

На первом этапе исследований (2019–2022 гг.) 
было проанализировано влияние природно-клима-
тических факторов на динамику изменения фито-
метрических и фитопатологических характеристик 
посевов пшеницы при применении полифункци-
онального комплекса B. subtilis ВКМ В-2604D + 
ВКМ В-2605D + 0.1% CХ. Максимальное увеличе-
ние урожайности пшеницы (на 82.6% по сравнению 
с контролем) наблюдали в 2020 г., что было связано 
с существенным ростом продуктивной кустистости 
растений и массы колоса — на 58.7 и 26.9% соответ-
ственно. Кроме того, в 2020 г. при его применении 
зарегистрировано наибольшее снижение поража-
емости растений мучнистой росой и желтой ржав-
чиной по сравнению с контролем — на 52.5 и 27.8% 
соответственно (рис. 1). При этом пораженность 
растений корневой гнилью была незначительна. 
Метеоусловия вегетационного периода 2020 г. от-
личались максимальным числом выпавших осадков 
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в мае (Oмай = 61.3 мм), июне (Oиюнь = 66.8 мм), июле 
(Oиюль = 90.6 мм), а в августе значения метеопока-
зателя составило: Oавг/сут = 97.2 мм. Сумма темпера-
тур в мае — Tмай = 119.6 C, а в июне-августе — 528.4, 
499.9 и 485.4 C соответственно. Тепловлагообеспе-
ченность в вегетационный период в июле и августе 
была на уровне переувлажнения (гидротермический 
коэффициент: ГТК = 2.0).

Кроме того, существенный рост урожайности 
пшеницы на 76.4% при применении полифункцио-
нального комплекса B. subtilis ВКМ В-2604D + ВКМ 
В-2605D + 0.1% CХ был выявлен также и в 2022 г. 
Вегетационный период 2022 г. отличался минималь-
ным числом выпавших осадков в мае (Oмай = 4.3 мм) 
и максимальным — в августе (Oмай = 138.5 мм). При 
этом в августе сумма температур была максималь-
ной Tавгсут = 544.9 C. Значения ГТК в июле и августе 
существенно варьировали: ГТКиюль = 1.2 (достаточ-
ное увлажнение); ГТКавгуст = 2.5 (переувлажнение), 
годовое число пятен на Солнце было максималь-
ным: Ns = 83.1.

Методом непараметрического корреляцион-
ного анализа изучена метеорологическая обу-
словленность изменений в  фитопатологических 
и  морфометрических показателях продуктивно-
сти пшеницы при применении полифункциональ-
ного комплекса B. subtilis ВКМ В-2604D + ВКМ 
В-2605D + 0.1% CХ, а  также их причинно-след-
ственные связи с  активностью Солнца. Выявле-
ны факторы, определяющие наибольшее эколо-
гическое варьирование указанных показателей 

по годам исследования, характеризующие эффек-
тивность применения полифункционального ком-
плекса. Существенное влияние на повышение эф-
фективности полифункционального комплекса 
в отношении пораженности пшеницы мучнистой 
росой, характеризуемой площадью пятна с нале-
том, оказала сумма осадков в июле, с ростом вели-
чины которой наблюдали снижение данного пока-
зателя патогенеза (r = –0.99).

Зарегистрировано снижение эффективности 
полифункционального комплекса B. subtilis ВКМ 
В-2604D + ВКМ В-2605D + 0.1% CХ в отношении 
развития мучнистой росы (r = 0.99) и увеличение 
в отношение площади пустулы бурой ржавчины 
(r = –0.99) с увеличением суммы температур в ав-
густе. Величины относительных изменений числа 
пятен с налетом мучнистой росы и площади пусту-
лы бурой ржавчины при применении полифункци-
онального комплекса по сравнению с контролем 
обратно коррелировали с годовым числом пятен на 
Солнце (r = –0.99). Рост УФ-индекса в июне ока-
зывал положительное влияние на развитие бурой 
ржавчины пшеницы, что обусловливало снижение 
эффективности полифункционального комплекса 
к болезни (r = 0.99).

Выявлены прямые корреляционные связи при 
P < 0.05 между изменением урожайности пшеницы 
Yw при применении полифункционального ком-
плекса B. subtilis ВКМ В-2604D + ВКМ В-2605D 
+ 0.1% CХ и  суммой температур в  августе (r  = 
0.96), годовым числом пятен на Солнце (r = 0.97), 

Рис. 1. Поражаемость пшеницы болезнями и ее урожайность в контрольном варианте (а) и при использовании 
полифункционального комплекса B. subtilis ВКМ В-2604D + ВКМ В-2605D + 0.1% CХ (б) в 2019–2022 гг.: 1 — раз-
витие корневой гнили; 2 — развитие мучнистой росы; 3 — развитие бурой ржавчины; 4 — развитие желтой ржавчи-
ны; 5 — урожайность пшеницы. *Различия достоверны согласно 95%-ному доверительному интервалу для средних 
измерений показателя.



 БиОЛОГиЧЕСкаЯ ЭФФЕкТивНОСТЬ ПОЛиФУНкЦиОНаЛЬНЫХ кОМПЛЕкСОв 209

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ том 60 № 2 2024

числом пятен на Солнце в июле (r  = 0.96). Наи-
большее число достоверных коэффициентов кор-
реляции выявлено между суммой температур 
в июле, УФ-индексом в июле и относительными 
изменениями в значениях морфометрических по-
казателей продуктивности пшеницы при примене-
нии полифункционального комплекса: фаза расте-
ния (r = 0.98–0.99), площадь предфлагового листа 
(r = 0.99), длина колоса (r = 0.98–0.99). Однако его 
эффективность снижалась в  отношении массы 
колоса с увеличением суммы температур в июле 

(r = –0.98) и УФ-индекса в июле (r = –0.95). Рост 
величины ГТК в  августе определял увеличение 
числа зерен в колосе (r = 0.97) в указанном вариан-
те опыта, но при этом приводил к снижению дли-
ны узловых корней (r = –0.97). Понижение суммы 
температур и  УФ-индекса в  мае влияло на рост 
вегетативной массы растений (r = –0.96), общей 
кустистости растений (r  = –0.97) по сравнению 
с контролем при применении полифункциональ-
ного комплекса, но приводило к снижению числа 
колосков в колосе (r = 0.96).

Рис. 2. Интенсивность развития желтой ржавчины (%) пшеницы при использовании бактериальных штаммов 
B. subtilis (2, 6) и полифункциональных комплексов с 0.1% СХ (4, 5), 2022 г.: 1 — контроль (вода); 2 — B. subtilis ВКМ 
В-2604D + ВКМ В-2605D; 3 — Витаплан, СП; 4 — B. subtilis ВКМ В-2604D + ВКМ В-2605D + 0.1% CХ; 5 — B. subtilis 
И-5 + 0.1% СХ; 6 — B. subtilis И-5. (а, б, в — повторности опыта).

Рис. 3. Число полос с пустулами желтой ржавчины пшеницы при использовании бактериальных штаммов B. subtilis 
(2, 6) и полифункциональных комплексов с 0.1% СХ (4, 5), 2022 г.: 1 — контроль (вода); 2 — B. subtilis ВКМ В-2604D + 
ВКМ В-2605D; 3 — Витаплан, СП; 4 — B. subtilis ВКМ В-2604D + ВКМ В-2605D + 0.1% CХ; 5 — B. subtilis И-5 + 0.1% 
СХ; 6 — B. subtilis И-5 (а, б, в — повторности опыта).
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На втором этапе исследований (2022 г.) осу-
ществлен сравнительный анализ эффективно-
сти: полифункционального комплекса B. subtilis 
ВКМ В-2604D + ВКМ В-2605D + 0.1% CХ, био-
препарата Витаплан, СП, бактериальных штам-
мов B. subtilis ВКМ; B. subtilis В-2604D, B. subtilis 
ВКМ В-2605D, B. subtilis И-5, полифункциональ-
ного комплекса B. subtilis И-5 + 0.1% СХ. В 2022 г. 

во всех вариантах опыта с использованием микро-
биологических препаратов и  полифункциональ-
ных комплексов отмечено существенное сниже-
ние интенсивности развития желтой ржавчины 
на посевах пшеницы (рис. 2). В среднем по трем 
повторностям было установлено, что наибольшей 
биологической эффективностью в отношении бо-
лезни отличались полифункциональный комплекс 

Рис. 4. Длина полосы с пустулами желтой ржавчины пшеницы при использовании бактериальных штаммов B. subtilis 
(2, 6) и полифункциональных комплексов с 0.1% СХ (4, 5), 2022 г.: 1 — контроль (вода); 2 — B. subtilis ВКМ В-2604D 
+ ВКМ В-2605D; 3 — Витаплан, СП; 4 — B. subtilis ВКМ В-2604D + ВКМ В-2605D + 0.1% CХ; 5 — B. subtilis И-5 + 
0.1% СХ; 6 — B. subtilis И-5 (а, б, в — повторности опыта).

Рис. 5. Площадь пустулы желтой ржавчины пшеницы при использовании бактериальных штаммов B. subtilis (2, 6) 
и полифункциональных комплексов с 01% СХ (4, 5), 2022 г.: 1 — контроль (вода); 2 — B. subtilis ВКМ В-2604D + ВКМ 
В-2605D; 3 — Витаплан, СП; 4 — B. subtilis ВКМ В-2604D + ВКМ В-2605D + 0.1% CХ; 5 — B. subtilis И-5 + 0.1% СХ; 
6 — B. subtilis И-5 (а, б, в — повторности опыта).



 БиОЛОГиЧЕСкаЯ ЭФФЕкТивНОСТЬ ПОЛиФУНкЦиОНаЛЬНЫХ кОМПЛЕкСОв 211

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ том 60 № 2 2024

B. subtilis ВКМ В-2604D + ВКМ В-2605D + 0.1% 
CХ, а также бактериальные штаммы B. subtilis ВКМ 
В-2604D, B. subtilis ВКМ В-2605D и биопрепарат 

“Витаплан, СП”. В указанных вариантах опыта по 
сравнению с  контролем развитие желтой ржав-
чины снижалось на 21–22% (биологическая эф-
фективность БЭ = 72–73%). При использовании 
полифункционального комплекса B. subtilis И-5 
+ 0.1% СХ развитие болезни снизилось на 18.5% 

относительно контроля (БЭ 62.7%), а в варианте 
опыта с B. subtilis И-5 — на 18.8% (БЭ 63.7%).

Минимальное значение числа полос желтой 
ржавчины на флаговом листе, Nпж = 3.31 ± 0.41 
шт., было выявлено в  варианте опыта B. subtilis 
ВКМ В-2604D + ВКМ В-2605D (рис. 3), что было 
на 76.2% меньше, чем в  контроле (Nпж= 13.9 ± 
2.53 шт.). При использовании полифункциональ-
ного комплекса B. subtilis И-5 + 0.1% СХ число 

Рис. 6. Интенсивность развития мучнистой росы (%) пшеницы при использовании бактериальных штаммов 
B. subtilis (2, 6) и полифункциональных комплексов с 0.1% СХ (4, 5), 2022 г: 1 — контроль (вода); 2 — B. subtilis ВКМ 
В-2604D + ВКМ В-2605D; 3 — Витаплан, СП; 4 — B. subtilis ВКМ В-2604D + ВКМ В-2605D + 0.1% CХ; 5 — B. subtilis 
И-5 + 0.1% СХ; 6 — B. subtilis И-5 (а, б, в — повторности опыта).

Рис. 7. Число пятен с налетом мучнистой росы (%) пшеницы при использовании бактериальных штаммов B. subtilis 
(2, 6) и полифункциональных комплексов с 0.1% СХ (4, 5), 2022 г.: 1 — контроль (вода); 2 — B. subtilis ВКМ В-2604D + 
ВКМ В-2605D; 3 — Витаплан, СП; 4 — B. subtilis ВКМ В-2604D + ВКМ В-2605D + 0.1% CХ; 5 — B. subtilis И-5 + 0.1% 
СХ; 6 — B. subtilis И-5 (а, б, в — повторности опыта).
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полос с пустулами желтой ржавчины снизилось на 
66.6% относительно контроля.

Наибольшее снижение длины полосы с пусту-
лами желтой ржавчины было отмечено в варианте 
опыта Витаплан, СП (на 45.2%) и B. subtilis ВКМ 
В-2604D + ВКМ В-2605D + 0.1% CХ (на 43.5%). 
При применении комплекса B. subtilis И-5 + 0.1% 
СХ величина показателя снизилась по сравнению 
с контролем на 26.5% (рис. 4).

После применения биопрепарата Витаплан, СП 
и бактериальных штаммов B. subtilis ВКМ В-2604D 
+ ВКМ В-2605D отмечено наибольшее сниже-
ние значений площади пустулы желтой ржавчи-
ны (рис. 5). В данном варианте опыта изменение 
фитопатологического показателя составило 32–
38%. В вариантах B. subtilis ВКМ В-2604D + ВКМ 
В-2605D + 0.1% CХ ‒ 12.8%, B. subtilis И-5 + 0.1% 
СХ ‒ 21.0%.

Рис. 8. Площадь пятна с налетом мучнистой росы (%) пшеницы при использовании бактериальных штаммов  
B. subtilis (2, 6) и полифункциональных комплексов с 0.1% СХ (4, 5). 2022 г.: 1 — контроль (вода); 2 — B. subtilis ВКМ 
В-2604D + ВКМ В-2605D; 3 — Витаплан, СП; 4 — B. subtilis ВКМ В-2604D + ВКМ В-2605D + 0.1% CХ; 5 — B. subtilis 
И-5 + 0.1% СХ; 6 — B. subtilis И-5 (а, б, в — повторности опыта).

Рис. 9. Развитие корневой гнили (%) пшеницы при использовании бактериальных штаммов B. subtilis (2, 6) и по-
лифункциональных комплексов с 0.1% СХ (4, 5), 2022 г.: 1 — контроль (вода); 2 — B. subtilis ВКМ В-2604D + ВКМ 
В-2605D; 3 — Витаплан, СП; 4 — B. subtilis ВКМ В-2604D + ВКМ В-2605D + 0.1% CХ; 5 — B. subtilis И-5 + 0.1% СХ; 
6 — B. subtilis И-5.
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Определено существенно снижение развития 
мучнистой росы во всех вариантах опыта при при-
менении бактериальных штаммов и полифункци-
ональных комплексов (рис. 6). Биологическая эф-
фективность полифункциональных комплексов 
B. subtilis ВКМ В-2604D + ВКМ В-2605D + 0.1% 
CХ и B. subtilis И-5 + 0.1% СХ в отношении болез-
ни составила 92,8%, а развитие болезни снизилось 
на 12.8%.

В наибольшей степени снизилось число пятен 
с  налетом мучнистой росы ‒ на 87–88%, а  так-
же их площадь  — на 75–86.9% в  вариантах опы-
та B.  subtilis ВКМ В-2604D + ВКМ В-2605D, 
B. subtilis ВКМ В-2604D + ВКМ В-2605D + 0.1% 
CХ, B. subtilis И-5 + 0.1% СХ (рис. 7 и 8).

Выявлена тенденция снижения интенсивно-
сти развития корневой гнили пшеницы в  вари-
антах опыта: Витаплан, КЖ — на 5.9%; B. subtilis 
И-5 + 0.1% СХ — на 7.7%; B. subtilis ВКМ В-2604D 
+ ВКМ В-2605D + 0.1% CХ — на 10.8%; B. subtilis 
И-5 — на 11.3% (рис. 9).

Снижение поражаемости пшеницы болезнями 
при применении бактериальных штаммов B. subtilis 
и  полифункциональных комплексов с  0.1% СХ 
оказало существенное влияние на рост биоло-
гической Yb (рис.  10) и  потенциальной урожай-
ности Yw (рис.  11). В  среднем по трем повторно-
стям наибольший рост урожайности Yb = 69–93% 
и Yw = 86–92% по сравнению с контролем зареги-
стрирован в  вариантах опыта с  использованием 
полифункциональных комплексов: B. subtilis ВКМ 
В-2604D + ВКМ В-2605D + 0.1% CХ, B. subtilis 
И-5 + 0.1% СХ, а также в варианте B. subtilis И-5. 

При использовании биопрепарата Витаплан, СП 
увеличение урожайности составило: Yb = 42.7% 
и Yw = 44.1%.

Особенности изменений морфометрических 
показателей продуктивности мягкой пшени-
цы при использовании бактериальных штаммов  
B. subtilis и  полифункциональных комплексов 
с 0.1% СХ приведены в табл. 1. В вариантах опыта 
с применением полифункциональных комплексов: 
B. subtilis ВКМ В-2604D + ВКМ В-2605D + 0.1% 
CХ и B. subtilis И-5 + 0.1% СХ отмечен рост 33.3 
и 38.1% показателей к контролю соответственно. 
Однако максимальное увеличение морфометриче-
ских показателей продуктивности (57.1%) отмечено 
в варианте опыта с B. subtilis И-5, показатель для 
Витаплан, СП — 28.6%; B. subtilis ВКМ В-2604D + 
ВКМ В-2605D — 42.9%. При этом варианты опы-
тов по убыванию величины относительного роста 
показателей, характеризующих только структуру 
колоса, было B. subtilis И-5–55.6% < B. subtilis ВКМ 
В-2604D + ВКМ В-2605D + 0.1% CХ = B. subtilis 
ВКМ В-2604D + ВКМ В-2605D — 44.4% < Вита-
план, СП — 11.1%.

При применении полифункциональных ком-
плексов выявлен максимальный рост значений 
следующих морфометрических показателей по 
сравнению с другими вариантами опыта: B. subtilis 
И-5 + 0.1% СХ  — число первичных корней на 
39.6%; число узловых корней на 54.7%; длина узло-
вых корней на 21.8%; продуктивная кустистость на 
57.3%; число колосков в колосе на 6.6%; B. subtilis 
ВКМ В-2604D + ВКМ В-2605D + 0.1% CХ — масса 
зерен одного колоса на 18.8% с меньшим на 0.9% 
числом пустых колосков в колосе.

Рис. 10. Урожайность пшеницы (г/растение) при использовании бактериальных штаммов B. subtilis (2, 6) и поли-
функциональных комплексов с 0.1% СХ (4, 5), 2022 г.: 1 — контроль (вода); 2 — B. subtilis ВКМ В-2604D + ВКМ 
В-2605D; 3 — Витаплан, СП; 4 — B. subtilis ВКМ В-2604D + ВКМ В-2605D + 0.1% CХ; 5 — B. subtilis И-5 + 0.1% СХ; 
6 — B. subtilis И-5. Повторности опыта: а — первая, б — вторая, в — третья.
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Рис. 11. Урожайность пшеницы (т/га) при использовании бактериальных штаммов B. subtilis (2, 6) и полифункци-
ональных комплексов с 0.1% СХ (4, 5), 2022 г.: 1 — контроль (вода); 2 — B. subtilis ВКМ В-2604D + ВКМ В-2605D; 
3 — Витаплан, СП; 4 — B. subtilis ВКМ В-2604D + ВКМ В-2605D + 0.1% CХ; 5 — B. subtilis И-5 + 0.1% СХ; 6 —  
B. subtilis И-5 (а, б, в — повторности опыта).

Таблица 2. Результаты морфометрической и рентгенографической оценки семян пшеницы при обработке 
растений бактериальными штаммами и полифункциональными комплексами

Вариант опыта

Показатель

Cредний размер. мм
Cредняя яркость 

рентген-проекции, 
ед. яркости

Округлость, отн. ед. Удлиненность,  
отн. ед.

Контроль (вода) 4.97 ± 0.042 135.4 ± 0.61 0.508 ± 0.005 1.990 ± 0.0188
B. subtilis ВКМ В-2604D + 
ВКМ В-2605D 4.91 ± 0.043 133.7 ± 0.62* 0.520 ± 0.006* 1.957 ± 0.0196

Витаплан СП 5.16 ± 0.076* 132.1 ± 0.84* 0.507 ± 0.008 2.007 ± 0.0288
B. subtilis ВКМ В-2604D + 
ВКМ В-2605D + 0.1% CХ 5.04 ± 0.040 134.7 ± 0.57 0.510 ± 0.005 1.978 ± 0.0188

B. subtilis И-5 + 0.1% СХ 5.07 ± 0.038* 136.8 ± 0.58* 0.520 ± 0.005* 1.951 ± 0.0186*
B. subtilis И-5 4.99 ± 0.083 136.4 ± 1.11 0.510 ± 0.008 1.980 ± 0.0426
* Различия существенны при p < 0.05 по сравнению с контролем.

Определено существенное увеличение массы 
зерен в  колоске колоса на 15.1% при примене-
нии полифункционального комплекса B. subtilis 
ВКМ В-2604D + ВКМ В-2605D + 0.1% CХ, а так-
же в варианте опыта со штаммом B. subtilis И-5 — 
на 15.5%. Снижение показателя на 14.2% выявлено 
при применении полифункционального комплекса 
B. subtilis И-5 + 0.1% СХ. Существенный рост числа 
зерен в колоске колоса на 10.8% отмечен в вариан-
те B. subtilis И-5, тенденция роста на 3.8% — в ва-
рианте B. subtilis ВКМ В-2604D + ВКМ В-2605D + 
0.1% CX.

Результаты морфометрической и рентгеногра-
фической оценки полученных семян пшеницы 
при обработке растений бактериальными штам-
мами и  полифункциональными комплексами 

представлены в табл. 2. После обработки растений 
бактериальными штаммами и полифункциональ-
ными комплексами на основе 0.1%-ного СХ досто-
верно увеличивался средний размер получаемых 
семян, особенно варианте B. subtilis И-5 + 0.1% СХ, 
а также округлость зерен — в вариантах B. subtilis 
ВКМ В-2604D + ВКМ В-2605D и B. subtilis И-5 + 
0.1% СХ. Удлиненность зерен, напротив, снижа-
лась достоверно лишь в варианте B. subtilis И-5 + 
0.1% СХ. Средняя яркость рентген-проекции се-
мян достоверно увеличивалась в варианте B. subtilis 
И-5 + 0.1% СХ и снижалась в вариантe B. subtilis 
ВКМ В-2604D + ВКМ В-2605D и Витаплан, СП.

По данным [31], параметры прорастания тес-
но связаны с морфометрическими параметрами 
семян, которые могут определяться и с помощью 
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рентгенографического анализа: большие семена 
прорастали раньше и показали лучшее прораста-
ние по сравнению с  мелкими в  лабораторных 
условиях.

Согласно работе [32], оптические характеристи-
ки рентгенограмм важны для обеспечения качества 
семян. По данным [33], параметр относительной 
оптической плотности позволяет делать выводы 
относительно плотности внутренних тканей семян 
и, следовательно, относительно физиологическо-
го качества семян. При формировании зерна в не-
благоприятных условиях увеличивается количество 
внешних оболочек и снижается объём эндосперма. 
С увеличением округлости зерен их посевные ка-
чества ухудшались, а с увеличением удлиненности 
зерен — наоборот улучшались [34]. Можно предпо-
ложить, что удлиненные зерна имеют более полно-
ценно сформированный зародыш.

Таким образом, следует отметить, что в послед-
ние годы усилия многих исследователей направле-
ны на разработку методов повышения эффектив-
ности биопрепаратов. Как показали результаты 
настоящей работы, этой цели можно достичь пу-
тем повышения индуцирующей активности штам-
ма-продуцента путем включения в состав препара-
тивной формы природных или синтетических ак-
тиваторов болезнеустойчивости. Это направление 
исследований активно развивается в лаборатории 
микробиологической защиты ФГБНУ ВИЗР. Вы-
сокий защитный эффект таких комплексных пре-
паративных форм обусловлен сочетанием антаго-
нистических свойств штамма микроорганизма со 
способностью индуктора устойчивости совместно 
с активными микробными метаболитами активи-
зировать механизмы естественной устойчивости 
растений к фитопатогенам.

В  России для защиты сельскохозяйственных 
культур от грибных и  бактериальных болезней 
широко применяется биопрепарат Витаплан СП, 
разработанный в  ВИЗР на основе высокоактив-
ных штаммов B. subtilis (ВКМ В-2604D и  ВКМ 
В-2605D) [35–37]. Для усиления его биологической 
эффективности в препаративную форму в качестве 
индуктора устойчивости был включен СХ. В прове-
денных ранее исследованиях была выявлена высо-
кая активность СХ, индуцирующего устойчивость 
к  бурой ржавчине и  темно-бурой пятнистости 
пшеницы [1]. Обработка им (0.1%) вегетирующих 
растений пшеницы уменьшала степень поражения 
растений корневой гнилью на 79.0%, желтой ржав-
чиной — на 29.1% и полностью подавляла развитие 
мучнистой росы в период вегетации растений [38]. 
Полученные результаты подтвердили перспектив-
ность использования разработанных новых поли-
функциональных препаративных форм для расши-
рения ассортимента микробиологических средств 
защиты растений.

***

Бактериальные штаммы и  полифункцио-
нальные комплексы на их основе: B. subtilis И-5, 
B. subtilis ВКМ В-2604D + ВКМ В-2605, Витаплан, 
СП; B. subtilis ВКМ В-2604D + ВКМ В-2605D + 
0.1% CХ, B. subtilis И-5 + 0.1% СХ существенно 
снижали интенсивность развития болезней, уве-
личивали урожайность и улучшали морфометри-
ческие показатели пшеницы. Однако на примере 
полифункционального комплекса B. subtilis ВКМ 
В-2604D + ВКМ В-2605D + 0.1% CХ показано, что 
на эффективность защитных и  стимулирующих 
обработок пшеницы оказывали влияние природ-
но-климатические факторы вегетационных пери-
одов, а также фитосанитарное состояние посевов. 
Добавление 0.1% СХ к бактериальным штаммам B. 
subtilis ВКМ В-2604D + ВКМ В-2605D и B. subtilis 
И-5 повышало биологическую эффективность 
таких комплексов в  отношении желтой ржавчи-
ны пшеницы и  мучнистой росы. Снижение по-
ражаемости растений возбудителями болезней 
при применении бактериальных штаммов и поли-
функциональных комплексов влияло на урожай-
ность пшеницы и ее морфометрические показате-
ли. Наибольший рост урожайности пшеницы за-
регистрирован в вариантах опыта B. subtilis ВКМ 
В-2604D + ВКМ В-2605D + 0.1% CХ, B. subtilis  
И-5 + 0.1% СХ, а также в варианте B. subtilis И-5. 
Перспективой дальнейших исследований в обла-
сти влияния стимулирующих и защитных обрабо-
ток пшеницы на показатели скрытой неоднород-
ности и дефектности семян является выявление 
факторов, прежде всего связанных с  их энзимо-
микозным истощением. Актуальна оценка посев-
ных качеств полученных семян (стандартный тест 
на энергию прорастания и всхожесть, измерение 
длины первичных корней и проростка), а также 
сопоставление этих показателей с полученными 
в данной работе морфометрическими и рентгено-
графическими характеристиками зерен. Результа-
ты работы могут быть использованы для разработ-
ки ресурсосберегающей технологии возделывания 
пшеницы и оптимизации фитосанитарного состо-
яния агроэкосистем.

Работа была выполнена в рамках государствен-
ного задания в соответствии с тематическим пла-
ном ВИР по проекту FGEM-2022–0009 “Структу-
рирование и раскрытие потенциала наследствен-
ной изменчивости мировой коллекции зерновых 
и крупяных культур ВИР для развития оптимизи-
рованного генбанка и рационального использова-
ния в селекции и растениеводстве”.
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The influence of multifunctional complexes capable of causing a growth-stimulating effect on plants 
and inhibiting the development of a wide range of diseases on the Leningradka 6 spring soft wheat 
cultivar (k-64900) was investigated. In the research, it was found that the application of multifunctional 
complexes based on the Bacillus subtilis bacterial strains and 0.1% chitosan salicylate in wheat cultivation 
led to a significant decrease in the incidence of plant diseases: yellow and brown rust, powdery mildew, 
root rot and caused an increase in morphometric productivity indicators. This tendency was associated 
with a significant influence of multifunctional complexes on the increase in the number of primary and 
nodal roots; the length of nodal roots; productive bushiness; the number of spikelets per spike; the grains 
weight per spike. However, the effectiveness of protective and stimulating wheat treatments depended 
on the complex of natural and climatic factors of wheat vegetation seasons.
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ments, wheat diseases




