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При исследовании антимикробного действия различных физических факторов полезен оператив-
ный контроль изменений, происходящих с биологическим объектом. Основными компонентами
живых клеток являются белки, поэтому повреждение структуры белков и входящих в их состав ами-
нокислот может быть критичным фактором, ответственным за гибель микроорганизмов. Исследо-
ваны ультрафиолетовые спектры поглощения и спектры флуоресценции для альбумина, тирозина
и триптофана после действия импульсного излучения горячей плазмы генератора ИР10. Проведено
сравнение флуоресценции модельных растворов альбумина, тирозина и триптофана с фунгицид-
ным эффектом водной суспензии микромицетов Aspergillus niger и бактерицидным эффектом E. coli
в зависимости от дозы импульсного излучения горячей плазмы искрового разряда. Установлено,
что уменьшение выхода флуоресценции коррелирует с фунгицидным эффектом, поэтому измере-
ния флуоресценции белков и аминокислот можно использовать для оперативной оценки возмож-
ности повреждения биологических объектов. Бактерицидный эффект оказывается намного силь-
нее фунгицидного, что свидетельствует о преобладании механизмов, не оказывающих влияния на
флуоресценцию. 
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Физические методы воздействия на обрабаты-
ваемый объект, основанные на электрическом
разряде в присутствии воздуха (плазменные тех-
нологии), обеспечивают генерацию широкого
спектра активных форм кислорода и азота (АФК
и АФА) [1]. Физические и биологические меха-
низмы прямого действия активных частиц на жи-
вые организмы рассмотрены в работе ]2]. В случае
воздействия на водный раствор эти активные ча-
стицы взаимодействуют с примесями, растворен-
ными в воде, что приводит к очистке и обеззара-
живанию воды. Эффективность и механизм дей-

ствия различных физических методов генерации
активных частиц сравнивается в работе [3]. Сте-
рилизация растворов и поверхностей является
одной из сфер применения плазменных техноло-
гий. Механизмы бактерицидности различными
физическими факторами, генерирующими АФК,
анализируются в работе [4]. Имея высокую актив-
ность, АФК взаимодействуют практически со
всеми компонентами клеток, приводя к измене-
нию их свойств. 

Основными компонентами клеток являются
белки, поэтому повреждение структуры белков мо-
жет быть критичным фактором, ответственным за
гибель микроорганизмов. АФК воздействуют на
объект преимущественно через окислительно-
восстановительные реакции. В работе [5] дается

Сокращения: АФА – активные формы азота, АФК – актив-
ные формы кислорода, УФ – ультрафиолетовый, УФ-С –
коротковолновой диапазон ультрафиолетового излучения
с длиной волны 280–200 нм. 
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анализ химических превращений белков в ре-
зультате их взаимодействия с АФК, в частности
путем разрыва полипептидной цепи, а также
окисления боковых частей аминокислотных
остатков. АФА могут воздействовать как через
окислительно-восстановительные процессы, так
и через нитрование [6]. АФК/АФА могут играть
сигнальную роль в обеспечении антимикробного
эффекта [7]. Воздействие АФК/АФА нарушает
синтез белка в бактериях и изменяет синтез гене-
тического материала в бактериальных клетках,
что может приводить к гибели или прекращению
размножения бактерий [8]. В работе [9] показано,
что плазменный разряд может быть использован
для деструкции коронавирусов. Отдельно следует
выделить ультрафиолетовое (УФ) излучение
ртутной лампы с длиной волны 253.7 нм. Молеку-
лы ДНК/РНК имеют максимум поглощения при
длине волны ~260 нм. При поглощении УФ-излу-
чения эти молекулы разрушаются, и клетки гиб-
нут [10], поэтому воздействие УФ-излучения яв-
ляется дополнительным фактором. 

Эффективность стерилизации, антимикроб-
ного действия, зависит от дозы излучения. Закон
инактивации водного раствора при условии хоро-
шего перемешивания жидкости, содержащей
микроорганизмы, с активными частицами, воз-
действующими на объект, описывается выраже-
нием: 

dN/dt = –ktI, (1)

откуда 

Nt = N0e–ktI. (2)

Здесь Nt – концентрация микроорганизмов
через время t после начала обработки, N0 – на-
чальная концентрация микроорганизмов, k –
константа, зависящая от концентрации и вида ак-
тивных частиц, t − время обработки и I − интен-
сивность генерации активных частиц. Величина
произведения tI = D определяет дозу облучения.
Известно, что экспериментально наблюдаемая
зависимость числа выживших микроорганизмов
от дозы облучения, которая пропорциональна
времени обработки, в первом приближении в ло-
гарифмическом масштабе описывается прямой
линией, т. е. выражением (2) [11]. Отклонения от
закона (2) наблюдаются, если механизм инакти-
вации будет разным при разных дозах, но в пер-
вом приближении это соотношение можно ис-
пользовать для оценки антимикробного эффекта.
Количество выживших микроорганизмов со вре-
менем обработки уменьшается. Отношение
Nt/N0, т. е. процент выживших бактерий, при
данной дозе активных частиц в первом прибли-
жении не зависит от начальной концентрации
бактерий N0 и будет одинаков для всех N0. 

Традиционно для обработки проб с целью сте-
рилизации используется холодная плазма, так
как горячая плазма при непосредственном кон-
такте с объектом будет повреждать его [1]. В рабо-
те [12] описан источник импульсного излучения
горячей плазмы, создающий в обрабатываемом
водном растворе широкий спектр химически ак-
тивных частиц, обеспечивающих стерилизацию
[13]. Продукты, образующиеся в жидкости под
действием импульсного излучения, могут иници-
ировать в белках и аминокислотах окислительно-
восстановительные реакции и нитрование. Во
всех этих процессах первичная структура обраба-
тываемых соединений нарушается. Медико-био-
логические эксперименты, позволяющие оце-
нить степень фунгицидного, бактерицидного и
бактериостатического эффекта, занимают много
времени, являются трудоемкими и небезопасны-
ми. Физические методы анализа позволяют быст-
ро оценить изменения структуры белка. Так как
белки являются основным компонентом клетки
микроорганизма, и большинство клеточных
функций выполняются белками [8], то на основа-
нии данных по изменению структуры белков
можно прогнозировать результаты антимикроб-
ного действия конкретного физического факто-
ра. Поэтому представляет интерес сравнить сте-
пень повреждений белка, являющегося состав-
ной частью изучаемых биологических объектов,
со степенью стерилизации водных растворов
микроорганизмов. В качестве модельной систе-
мы нами выбраны растворы альбумина, тирозина
и триптофана.

Работа посвящена сравнению флуоресценции
модельных растворов альбумина, тирозина и
триптофана с фунгицидным эффектом водной
суспензии микромицетов Aspergillus niger и бакте-
рицидным эффектом микроорганизмов E. coli в
зависимости от дозы импульсного излучения го-
рячей плазмы искрового разряда. 

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА

Схема эксперимента представлена на рис. 1.
Источником активных частиц служил генератор
импульсного излучения искрового разряда ИР10
(НИИЯФ МГУ, Россия). Характеристики генера-
тора: энергия в импульсе 5.9 · 10–2 Дж, частота
повторения импульсов 10 Гц, мощность, выделя-
емая в разряде, – 0.59 Дж/с. Горячая плазма излу-
чала как черное тело, температура ~ 104 К. Мак-
симум спектра излучения ~220 нм. Условия раз-
ряда подобраны так, что плазма была слабо
ионизована, степень ионизации меньше 0.1%.
Электронная плотность в области разряда
~1011 см−3, энергия электронов не превышала
1 эВ [14]. Обрабатывали пробы тестовых раство-
ров объемом 10 мл. Расстояние от пробы до
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ПИСКАРЕВ и др.

источника излучения – 30 мм. Дозу излучения
определяли как энергию электрического разряда,
расходуемую на генерацию активных частиц,
нормированную на объем обрабатываемой жид-
кости (10 мл). 

Активными частицами, образующимися в
водном растворе под действием импульсного из-
лучения горячей плазмы, являются радикалы

, перекись водорода, азотистая кислота и
комплекс (…ONOOH/ONOO–…, pKa = 6.8), рас-
падающийся на пероксинитрит и пероксиазоти-
стую кислоту [12, 14]. Дополнительным факто-
ром, который может влиять на бактерицидный
эффект, является световое излучение УФ-С-диа-
пазона (коротковолнового диапазона ультрафио-
летового излучения с длиной волны 280–200 нм).
Поток УФ-С-фотонов в импульсе составляет
(1.2 ± 0.2) · 10−7 (моль фотонов)/(см2·с) [13].

Окислительная способность радикалов  не-

•
2HO

•
2HO

достаточна, чтобы разрушить ароматическое
кольцо аминокислот путем отрыва атома водоро-
да [15], поэтому основную роль играли активные
формы азота. Реакция с азотистой кислотой мед-
ленная [12], комплекс (…ONOOH/ONOO–…
проявляет свою активность по мере распада в те-
чение нескольких суток [16]. Поэтому для наблю-
дения изменений, происходящих под действием
активных форм азота, измерения осуществляли
сразу и через сутки после обработки. Контроль
(исходные растворы) и обработанные пробы хра-
нили в стеклянных закрытых сосудах при комнат-
ной температуре. Через сутки после обработки
флуоресценция контрольных исходных раство-
ров не менялась. Флуоресценция обработанных
растворов уменьшалась сразу, а через сутки
уменьшилась еще на 10–20%. При дальнейшем
хранении растворов их флуоресценция не меня-
лась, поэтому за результат принимали флуорес-
ценцию проб через сутки после обработки. 

В качестве тестового белка использовали аль-
бумин. В состав бычьего сывороточного альбуми-
на входят 607 аминокислотных остатков. Из них
по спектрам поглощения и спектрам флуоресцен-
ции могут идентифицироваться фенилаланин,
тирозин и триптофан. Характеристики этих ами-
нокислот представлены в табл. 1. Все характери-
стики, приведенные в табл. 1, определены в дан-
ной работе экспериментально на основании из-
мерений с калибровочными растворами. 

Из табл. 1 видно, что оптическая плотность и
выход флуоресценции для фенилаланина малы, и
основными наблюдаемыми флуоресцентным ме-
тодом продуктами, входящими в состав альбуми-
на, являются тирозин и триптофан. 

Для экспериментов использовали растворы бы-
чьего сывороточного альбумина (фракция V), L-ти-
розина, L-триптофана и L-фенилаланина («Лавер-
на», Москва, Россия). Концентрация раствора аль-

Рис. 1. Блок-схема модуля для обработки пробных
растворов импульсным излучением горячей плазмы
генератора ИР10. Цифрами обозначены: 1 – емкость с
пробной жидкостью, 2 – блок источника излучения, 3 –
блок источника высокого напряжения.  

Таблица 1. Характеристика линий поглощения в УФ-спектре, а также линий возбуждения и регистрации в
спектрах флуоресценции для триптофана, тирозина и фенилаланина 

Характеристика линии Триптофан Тирозин Фенилаланин

Спектр поглощения Спектр флуоресценции

Длина волны 
поглощения, нм

– 280 275 261

Коэффициен
т экстинкции, 
л (моль·см)−1

– 5600 1400 200

– Длина волны возбуждения, нм 280 275 260

– Длина волны регистрации, нм 355 303 284

– Квантовый выход 
флуоресценции

0.2 0.14 0.04
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бумина составляла 1 · 10−5 моль/л, тирозина –
1.1 · 10−4 моль/л, триптофана – 1 · 10−4 моль/л, фе-
нилаланина – 2 · 10−4 моль/л. При обработке вод-
ных растворов импульсным излучением горячей
плазмы образуется кислота [12, 14]. Чтобы исклю-
чить зависимость флуоресценции от pH, реакти-
вы разводили в 0.0005 М растворе серной кисло-
ты. После обработки в исследованном диапазоне
доз кислотность проб не менялась. 

УФ-спектры поглощения измеряли на спек-
трофотометре СФ102 («Аквилон», Москва, Рос-
сия). Спектры флуоресценции анализировали на
флуориметре «Флуорат-02 Панорама» («Лю-
мекс», Санкт-Петербург, Россия). Для измерения
спектров флуоресценции концентрацию раство-
ров тирозина и триптофана, исходных и обрабо-
танных, разбавляли в 10 раз, так как при большой
концентрации имеет место самопоглощение ли-
ний регистрации. Для тирозина и триптофана по-
ложения линий возбуждения близки (см. табл. 1),
длина волны возбуждения для всех исследован-
ных проб была взята 275 нм. За длину волны реги-
страции принимали положение максимума в
спектре флуоресценции при длине волны воз-
буждения 275 нм (для тирозина – 303 нм, трипто-
фана – 355 нм, альбумина – 330 нм). 

Величину pH измеряли рН-метром «Эксперт-
001» («Эконикс», Москва, Россия). Величины
выхода флуоресценции измеряли не менее чем в
5 независимых сериях измерений, результаты
усредняли. Использовали химически чистые ре-
активы и дважды дистиллированную воду, pH 6.5. 

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Спектры поглощения. Оптические плотности
растворов альбумина и тирозина через сутки по-
сле обработки импульсным излучением горячей
плазмы представлены на рис. 2 и 3. Линии погло-
щения тирозина и триптофана близки (табл. 1),
поэтому в спектре альбумина наблюдается одна
линия поглощения 275 нм. 

Из рис. 2 и 3 видно, что оптическая плотность
линии поглощения 275 нм в растворах альбумина
и тирозина относительно базовой линии остается
постоянной в пределах ошибок измерений при
всех дозах обработки. Уровень базовой линии по-
вышается за счет образования низкомолекуляр-
ных продуктов, перекиси водорода и вклада 3-нит-
ротирозина. Аналогичным образом, мало меня-
ются спектры поглощения триптофана. Это
означает, что ароматическое кольцо не поврежда-
ется. Разрыв пептидных связей в реакциях с ак-
тивными частицами в результате модификации
белка под действием импульсного излучения го-
рячей плазмы может не влиять на состояние аро-
матического кольца, которое определяет спектры
поглощения [8]. Из эксперимента следует, что
спектр поглощения, обусловленный ароматиче-
ским кольцом, не меняется. В тирозине после об-
работки появляется линия 355 нм, связанная с
образованием 3-нитротирозина [6]. Та же линия
355 нм наблюдается после обработки в спектре
поглощения альбумина, что может быть след-
ствием нитрования тирозина, входящего в его со-
став. Таким образом, для рассматриваемых ами-
нокислот и альбумина наблюдение спектров по-
глощения в УФ-диапазоне не позволяeт выявить
изменения молекулярной структуры под дей-
ствием импульсного излучения горячей плазмы.

Рис. 2. Оптическая плотность А (в отн. ед.) исходного
раствора альбумина (1 · 10−5 моль/л) и раствора альбу-
мина через сутки после обработки импульсным излуче-
нием генератора ИР10 в дозах 500, 1000 и 2000 Дж/10 мл
раствора. Для нижнего графика (оптическая плотность
исходного раствора) нанесена базовая линия, относи-
тельно которой отсчитывали оптическую плотность,
связанную с концентрацией исследуемого вещества. 

Рис. 3. Оптическая плотность А (в отн. ед.) исходного
раствора тирозина (1.1 · 10−4 моль/л) и раствора тиро-
зина через сутки после обработки импульсным из-
лучением генератора ИР10 в дозах 180, 350 и
700 Дж/10 мл раствора. Базовая линия – см. поясне-
ния к рис. 2. 



48

БИОФИЗИКА  том 70  № 1  2025

ПИСКАРЕВ и др.

Спектры флуоресценции. Спектр флуоресцен-
ции раствора альбумина при разных дозах облу-
чения представлен на рис. 4. Видно, что с увели-
чением дозы выход флуоресценции уменьшается,
что связано с повреждением молекул аминокис-
лот. Повреждение аминокислот может приводить
к фунгицидному и бактерицидному эффекту.  

Кроме химического действия АФК и АФА
бактерицидным эффектом обладает световое из-
лучение плазмы. Под действием излучения УФ-
С-диапазона (200–280 нм) происходит прямое
поглощение квантов света молекулами
ДНК/РНК и последующее их повреждение, при-
водящее к изменениям структуры и функции
ДНК/РНК [7, 10]. Кроме молекул ДНК/РНК
прямое поглощение квантов УФ-С-излучения
возможно аминокислотами, входящими в состав
белка – триптофаном, тирозином, фенилалани-
ном, гистидином, метионином, цистеином и ци-
стином (восстановление дисульфидных связей).
Для тирозина и триптофана, определяющих вы-
ход флуоресценции, излучение усиливает эффект
химического действия АФК и АФА. Другие ами-
нокислоты, входящие в состав белка, не обладают
свойством флуоресцировать и не могут быть об-
наружены рассматриваемым способом [17]. На
выход флуоресценции не влияет восстановление
дисульфидных связей, которые могут значитель-
но определять бактерицидный эффект. Таким об-
разом, бактерицидный эффект определяется уве-
личенным количеством каналов воздействия им-
пульсного излучения горячей плазмы по
сравнению с фунгицидным эффектом. 

В состав молекулы альбумина входят 21 моле-
кула тирозина (линия регистрации 303 нм) и 3 мо-

лекулы триптофана (линия регистрации 355 нм).
Положение линий возбуждения практически
совпадает. С учетом коэффициентов экстинкции
линий поглощения и квантового выхода линий
регистрации их вклад в флуоресценцию пример-
но одинаков. В результате для альбумина наблю-
дается суммарная линия флуоресценции при дли-
не волны регистрации 330 нм. 

Зависимость выходов флуоресценции трипто-
фана, тирозина и альбумина от дозы облучения
через сутки после обработки излучением пред-
ставлена на рис. 5. 

Из рис. 5 видно, что, в отличие от спектров по-
глощения, флуоресценция модельных растворов
оказывается чувствительной к изменениям в
структуре молекул аминокислот и белка и замет-
но уменьшается с ростом дозы. Оценим, насколь-
ко наблюдаемые изменения являются критичны-
ми для выживаемости бактерий под действием
импульсного излучения искрового разряда. 

Для этого сравним изменения выходов флуо-
ресценции с динамикой гибели микроорганиз-
мов после обработки генератором ИР10. На рис. 5
пунктиром приведены зависимости КОЕ микро-
мицета Aspergillus niger и бактерии E. сoli от дозы
облучения, рассчитанные на основании данных
работы [18]. В работе [18] обработку проводили
тем же источником излучения, что и в данной ра-
боте. Начальная концентрация микромицет и
бактерий составляла ~106 клеток в 1 мл. Было по-
лучено значение дозы D10, при которой КОЕ
уменьшается в 10 раз. Принимая, что зависимость
от дозы экспоненциальная, были получены

Рис. 5. Зависимости относительной флуоресценции
(ФЛ/ФЛ0) растворов тирозина, альбумина и трипто-
фана (точки) и относительного числа колониеобразу-
ющих единиц (КОЕ/КОЕ0) для микромицета A. niger
и бактерии E. coli (пунктирные линии) от дозы облу-
чения D. ФЛ – флуоресценция раствора через сутки
после обработки дозой облучения D, КОЕ0 – величи-
на КОЕ для исходной пробы, КОЕ – величина после
обработки дозой облучения D.

Рис. 4. Спектр флуоресценции (в отн. ед.) исходного
раствора альбумина (10−5 моль/л) и раствора альбумина
через сутки после обработки импульсным излучением
генератора ИР10 в дозах 180, 350 и 700 Дж/10 мл раство-
ра. Длина волны возбуждения 275 нм. 
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кривые на рис. 5. За единицу принято значение
КОЕ исходного раствора. Видно, что динамика
уменьшения КОЕ для Aspergillus niger сопостави-
ма с динамикой изменения флуоресценции аль-
бумина и аминокислот, входящих в его состав. В
то же время для бактерии E. coli их концентрация
после обработки убывает с дозой много быстрее. 

Наблюдаемое различие может быть связано с
тем, что на бактерии действует дополнительный
механизм инактивации через прямое поглощение
излучения с длиной волны ~260 нм молекулами
ДНК/РНК и через восстановление дисульфид-
ных связей. В работе [19] показано, что выход
восстановления дисульфидных связей под дей-
ствием излучения намного больше химического
действия АФК/АФА. Флуоресценция альбумина
определяется по концентрации тирозина и трип-
тофана, а дисульфидные связи не входят в их со-
став и не влияют на выход флуоресценции. 

Микромицеты покрыты оболочкой, непро-
зрачной для света, излучение на выживаемость
микромицет мало действует. В случае бактерии
излучение проникает внутрь клетки и может не-
посредственно поглощаться молекулами
ДНК/РНК, т. е. кроме АФК и АФА, действует до-
полнительный канал повреждения. Поэтому
инактивация бактерий происходит быстрее, чем
уменьшение флуоресценции. Таким образом, из-
менение флуоресценции белка позволяет каче-
ственно оценивать возможность фунгицидного
эффекта. 

ВЫВОДЫ
УФ-спектры поглощения аминокислот мало

меняются под действием импульсного излучения
горячей плазмы и не могут быть критерием по-
вреждения белка. 

Выход флуоресценции аминокислот и белка
коррелирует с изменениями КОЕ микромицета,
поэтому белок можно использовать как тестовую
систему для качественной оценки фунгицидного
действия АФК и АФА. Бактерицидный эффект
оказывается намного сильнее фунгицидного, что
свидетельствует о вкладе механизмов, не влияю-
щих на флуоресценцию белков и аминокислот. 
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When studying the antimicrobial effect of various physical factors, it is useful to monitor the changes occur-
ring with a biological object. Proteins are the main components of living cells, so damage to the structure of
proteins and their amino acids can be a critical factor responsible for the death of microorganisms. UV ab-
sorption spectra and f luorescence spectra for albumin, tyrosine and tryptophan after the action of pulsed ra-
diation of hot plasma of the IR10 generator were studied. The f luorescence of model solutions of albumin,
tyrosine and tryptophan was compared with the fungicidal effect of an aqueous suspension of Aspergillus niger
micromycetes and the bactericidal effect of E. coli depending on the dose of pulsed radiation of hot plasma
spark discharge. It has been established that a decrease in f luorescence yield correlates with fungicidal effects,
so measurements of protein and amino acid f luorescence can be used to quickly assess the possibility of dam-
age to biological objects. The bactericidal effect is much stronger than the fungicidal effect, which indicates
the predominance of mechanisms that do not affect f luorescence.
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