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Инфракрасные (ИК) спектры различных ти-
пов микроорганизмов (бактерий, дрожжей, гри-
бов, микроводорослей (algae), вирусов) начали
изучать еще в середине XX в. При этом в обзоре на
данную тему Норрис (1959) [1] отмечал основные
трудности, заключавшиеся, помимо высокой стои-
мости аппаратуры и сильного поглощения содер-
жащихся в микробиологических образцах следов
воды, в целом в непрактичности и трудоемкости
методологии, в особенности для целей иденти-
фикации микроорганизмов. Отмечалось
также, что при ИК-спектроскопическом исследо-
вании вирусов основной сложностью является их
отделение от сопутствующего биологического ма-
териала [1]. Следует отметить, что ИК-спектроско-
пическое оборудование того периода не отлича-
лось высокой чувствительностью и разрешающей
способностью. Впоследствии, начиная c 80-х годов
XX в., положение улучшилось с появлением ИК-
фурье-спектрометров, в значительной степени
способствовавших развитию данной области ис-
следований [2, 3], которое продолжается до сих
пор.

Одним из наиболее ценных, профессиональ-
ных и высокоинформативных руководств как для
специалистов, так и для начинающих применять

метод ИК-фурье-спектроскопии (ИКФС) в микро-
биологии, на наш взгляд, до сих пор остается став-
шая классической эциклопедическая обзорная гла-
ва Науманна в книге [3], впервые опубликованная в
2000 г., содержащая большое число примеров, экс-
периментальных данных, а также информативное
обсуждение сути метода ИК-спектроскопии, его
возможностей и основных наблюдаемых с его по-
мощью характеристик. Среди огромного и еже-
годно увеличивающегося числа микробиологиче-
ских исследований с использованием ИКФС по-
следних лет можно выделить ряд обзорных работ.
В некоторые из них наряду с прочими инструмен-
тальными методами изучения микробиологиче-
ских объектов включена достаточно общая ин-
формация о методе ИК-спектроскопии (в разных
вариантах измерений), обычно ограниченная по
объему [4–11]. Информация иного рода, чаще всего
более детальная, содержится как в обзорах по раз-
личным аспектам применения ИКФС в микробио-
логии [12–17], так и в общих обзорах по разным
аспектам применения метода к биологическим
объектам (см., например, [18, 19]). Особый интерес
представляют обзоры данных по ИК-спектро-
скопическому изучению отдельных типов
био(макро)молекул, составляющих значительную
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часть любых микробиологических систем, в первую
очередь белков [20–24], сахаров, олиго- и полиса-
харидов [25], липидов [24, 26]. Эти обзорные ста-
тьи наряду с отдельными профессионально вы-
полненными экспериментальными работами в
совокупности представляют собой ценную “базу
данных” для исследователей, интерпретирующих
ИК-спектры собственных микробиологических
образцов.

С точки зрения методологии ИКФС в некото-
рой степени близкими к тематике настоящей ста-
тьи можно рассматривать публикации обзорного
типа с описанием специализированных протоко-
лов измерений для биологических систем (см.,
например, [27–31], а также главы 9, 11, 15, 16 в мо-
нографии [32]). Отметим, что, хотя некоторые из
указанных протоколов включают ИК-спектроско-
пический анализ биологических тканей [29, 31], не-
которые существенные методологические детали
биоспектроскопического анализа являются во мно-
гом общими, особенно для таких сложных супра-
молекулярных объектов, как микробные клетки и
биопленки. Сам факт регулярного появления цело-
го ряда таких руководств свидетельствует о сложно-
сти и неоднозначности методологических приемов
ИКФС при работе с подобными биологическими
образцами и об актуальности данной тематики.

В настоящей работе нами не ставилась задача
рассмотреть основные опубликованные даже за
последние годы работы по применению ИКФС в
микробиологических исследованиях – их число
слишком велико, причем уровень представлен-
ных материалов как в методологическом отноше-
нии, так и в отношении интерпретации спектро-
скопических данных сильно различается. Вместо
этого обсуждены некоторые наиболее значимые, с
точки зрения авторов, особенности методологии
ИКФС и интерпретации экспериментально полу-
чаемых спектроскопических данных в применении
к анализу микробиологических объектов на харак-
терных примерах из результатов, опубликованных в
специальной научной литературе, включая соб-
ственные работы авторов. Рассмотрены также не-
которые типичные неточности и ошибки, встре-
чающиеся даже в статьях, публикуемых достаточ-
но высокорейтинговыми специализированными

международными журналами. Приведенные све-
дения дополняют имеющиеся в литературе обзор-
ные работы, обсуждавшиеся выше, и будут полезны
исследователям, использующим метод ИКФС для
микробиологических анализов.

ОСОБЕННОСТИ МЕТОДОЛОГИИ ИК-
ФУРЬЕ-СПЕКТРОСКОПИИ ПРИ АНАЛИЗЕ 

МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИХ ОБЪЕКТОВ
Одним из основных факторов, которые могут

затруднять изучение относительного содержания
и структуры биомакромолекул в клетках микро-
организмов (общий состав которых приведен в
табл. 1) методом ИКФС, является обычное для на-
тивных биологических материалов значительное
содержание воды в образцах, молекулы которой
сильно поглощают в соответствующих областях
ИК-спектра [33, 34]. В частности, наиболее суще-
ственной является заметно уширенная1 достаточно
интенсивная полоса поглощения в области дефор-
мационных (ножничных) колебаний δ(H–O–H)
около 1640 см–1, перекрывающаяся с областью
колебаний амид-I пептидных связей белков с раз-
личными типами вторичной структуры (полосы в
области ~1620–1690 см–1) [20, 35, 36]. Исключе-
ние вклада воды в этом случае представляет собой
известную проблему и требует применения спе-
циальных приемов, строгой стандартизации па-
раметров образцов и режимов измерений [35–40].
В случае микробиологических образцов это не
всегда легко достижимо, в том числе при приме-
нении специального оборудования и методоло-
гии, например микрогидродинамической системы
и ИК-фурье-микроспектроскопии с использовани-
ем синхротронного излучения [41]. В случае приме-
нения ИК-спектроскопической методологии нару-
шенного полного внутреннего отражения (НПВО;
attenuated total reflectance, ATR) [35–37, 40] при
исследовании водных суспензий бактериальной
биомассы или биопленок (как и в случае исследо-
вания, к примеру, водных растворов белков) ис-
пользуют вычитание вклада воды, полученного
контрольным измерением ИК-спектра водного
слоя. При этом точность измерений может сни-
жаться из-за значительно более высокой интен-
сивности поглощения воды по сравнению с ин-
тенсивностью полос самого биоматериала [35].

Другим подходом к снижению вклада содержа-
щейся в образце воды является высушивание био-
массы отделенных от культуральной среды клеток
(или биопленок) [30, 42–45]. В основе применимо-

1 Для колебательных полос воды (в том числе в виде приме-
сей) в конденсированной фазе в ИК-спектрах характерно
заметное уширение, связанное с наличием достаточно
прочных водородных связей, образуемых молекулами
H2O, энергия которых, влияющая на частоту всех колеба-
ний H–O–H, различна в зависимости от локального моле-
кулярного окружения молекул воды [33, 34].

Таблица 1. Общий биомакромолекулярный состав (%
от сухой биомассы) клеток микроорганизмов – прокари-
отов (бактерии) и эукариотов (дрожжи) (по данным [3])

Тип биомакромолекул Бактерии Дрожжи

Белки 40–60 40–50
Углеводы 10–20 10–25
Жиры 10–15 5–20
РНК 5–15 3–10
ДНК 2–4 1–3
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сти этого способа, как показали многочисленные
исследования, лежит то, что нативная структура и
функциональная активность биомакромолекул и
надмолекулярных структур при этом в определен-
ных условиях могут существенно не изменяться;
при этом клетки микроорганизмов обратимо пере-
ходят в физиологически неактивную (дормант-
ную) форму [46–49]. Как известно, высушенные
препараты микроорганизмов (в том числе путем
лиофилизации) могут достаточно длительно хра-
ниться, и клетки в них остаются живыми, что ши-
роко используется в различных областях биотехно-
логии [50–52]. Следует, однако, отметить, что при
высушивании некоторых микроорганизмов воз-
можно протекание окислительно-восстановитель-
ных процессов, в том числе разрушительных – в
особенности при хранении сухих препаратов [53].
При этом метод ИКФС (наряду с другими инстру-
ментальными неразрушающими методами) может
быть весьма информативен для сравнительного
анализа общего макромолекулярного состава су-
хих клеток и последствий указанных процессов
[45, 47, 54–56].

Высушенные образцы микробной биомассы
могут быть исследованы методом ИКФС как в ре-
жиме НПВО, так и в режимах пропускания или
диффузного отражения (ДО) [3, 30, 42–45, 54, 56].
Методология ИКФС-ДО, хотя и требует специ-
альной приставки к прибору, позволяет исполь-
зовать сухую биомассу практически без дополни-
тельной пробоподготовки и в малом количестве
(в том числе без использования галогенидной
матрицы (KBr) для запрессовывания образцов).
При этом сравнительный анализ интенсивности
и положения полос (в целом совпадающих с по-
лосами поглощения ввиду того, что ИК-излуче-
ние, диффузно отраженное от поверхности по-
рошкообразного или шероховатого материала и
“собираемое” специальным вогнутым зеркалом,
содержит информацию о его поглощении в по-
верхностном слое) дает во многом ту же структур-
ную и количественную информацию, что и тра-
диционный режим поглощения [2, 43, 54, 57].

Экспериментально показано [30, 50], что для
исследования сухих микробных биомасс методом
ИКФС лиофилизация необязательна. Для прове-
дения достаточно информативного анализа впол-
не приемлемо высушивание биомассы, отмытой
от компонентов культуральной среды, на воздухе
(при комнатной температуре, в том числе для
ускорения процесса – в эксикаторе с водопогло-
щающим агентом, либо в сушильной камере при
небольшом нагревании, которое не должно пре-
вышать ~45–50°C, чтобы исключить процессы
термической денатурации клеточных белков) [3,
27, 30, 42–48, 54, 57, 58]. Отметим, что стадия от-
мывания биомассы клеток или биопленки от ком-
понентов, входящих в состав питательной среды (в
большинстве случаев это источники углерода –

соли карбоновых кислот или дрожжевой экстракт, а
также неорганические соли (включая фосфаты) ка-
лия, натрия, аммония и небольшого количества
микроэлементов – железа, кальция, магния, мо-
либдена и др.), является существенной: как пока-
зано в работе [59], для исключения вклада полос
указанных компонентов в ИК-спектр сухой био-
массы необходимо использовать более одной ста-
дии ее отмывания физиологическим раствором
(его лучше применять вместо воды для исключения
осмотического стресса для клеток). Помимо этого,
длительность высушивания (в зависимости от его
условий) должна быть достаточной (для не слиш-
ком малых количеств биомассы обычно исполь-
зуется высушивание “до постоянной массы”).

Рис. 1 иллюстрирует воспроизводимость ИК-
спектров биомассы (использованы несколько мил-
лиграммов) бактерий при высушивании на воздухе
при 45°C в течение 1.5 ч (что приводит к получению
визуально практически сухого образца) и в течение
23 ч (по данным [60]; все параллельно измеренные
спектры для сравнения интенсивностей пиков бы-
ли нормированы по интенсивности полосы амид-I
клеточных белков с максимумом ~1650 см–1). Ре-
зультаты показывают, что варианты образцов,
высушенных в течение 1.5 ч (рис. 1а), заметно
различаются (максимальные различия интенсив-
ностей полос достигают 20–39% в разных обла-
стях спектра), что указывает на наличие различ-
ных количеств остаточных следов воды в данных
образцах и ее неодинаковое влияние на полосы по-
глощения разных функциональных групп, в том
числе в области их перекрывания. Как известно
[33, 34, 37–40, 30, 58], вода в конденсированной
фазе обладает сильным поглощением в области
валентных колебаний водородосвязанных групп
O–H (широкая асимметричная область поглоще-
ния при ~3500–2500 см–1; в этой же области погло-
щают все OH-группы биомакромолекул, в первую
очередь полисахаридов) и ниже 1000 см–1 (широкая
интенсивная полоса с максимумом в области 600–
800 см–1; либрационные колебания H2O). Выше
отмечена также роль умеренно интенсивной поло-
сы поглощения в области деформационных (нож-
ничных) колебаний δ(H–O–H) около 1640 см–1,
перекрывающейся с областью колебаний амид-I
пептидных связей белков, что в данном случае
вносит дополнительные различия в ИК-спектры
при изучении недостаточно высушенного образ-
ца. (Заметим, однако, что при значительно более
тонком слое образцов биомассы полное высуши-
вание, достаточное для получения качественного
ИК-спектра, разумеется, может быть достигнуто
быстрее, за время порядка 1–2 ч [27, 58], даже при
комнатной температуре [45].)

Высушивание в течение 23 ч (рис. 1б) приво-
дило к удовлетворительному совпадению спек-
тров при параллельных измерениях. Таким обра-
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зом, указанный режим высушивания вполне подхо-
дит для подготовки не слишком малых количеств
клеточной биомассы или биопленок для сравни-
тельных ИК-спектроскопических анализов, осо-
бенно при необходимости проведения дополни-
тельных химических анализов их состава [59, 60].

Отметим также, что рис. 1б представляет со-
бой типичный пример спектра образцов сухой кле-
точной биомассы бактерий, в котором на фоне ши-
рокой области валентных колебаний OH-групп
ν(O–H) полисахаридов выделяются полосы ва-
лентных колебаний амидов ν(N–H) и характер-
ная область различных валентных колебаний
ν(C–H) алифатических групп (в первую очередь
симметричные (νs) и антисимметричные (νas) ко-
лебания групп –CH3 и –CH2–, представляющие се-
рию менее интенсивных полос в области ~3000–
2800 см–1) [59, 60]. Наиболее информативны ти-
пичные для всех белков полосы амид-I и амид-II
[3, 20, 23, 35, 36, 43, 61–63]; очень характерная по-

лоса валентных колебаний карбонильной группы
ν(C=O), в данном случае (около 1740 см–1) не-
большой интенсивности, отвечающая в основном
сложноэфирной группе (клеточные липиды, а так-
же синтезируемые и накапливающиеся в опреде-
ленных условиях резервные вещества класса слож-
ных полиэфиров – полигидроксиалканоатов, ПГА)
[3, 30, 42–44, 54, 57–60, 64–69]; область различных
колебаний полисахаридов и полисахаридсодержа-
щих биомакромолекулярных комплексов (~1200–
950 см–1) [3, 25, 30, 59, 60].

Использование тонкой пленки биомассы бак-
терий при измерениях ИК-фурье-спектров в ре-
жиме НПВО в процессе спонтанного высушива-
ния позволяет проследить не только за изменени-
ем в спектрах в процессе удаления воды (рис. 2а),
но и выявить различия в поведении внутрикле-
точного резервного биополимера – поли-3-гид-
роксибутирата (ПГБ) (рис. 2б, 2в). На рис. 2 при-
ведены ИК-спектры НПВО для бактерии Cupria-

Рис. 1. ИК-спектры образцов биомассы бактерии Azospirillum brasilense Sp7, высушенных при 45°C в течение (а) 1.5 ч и
(б) 23 ч (по три параллельных измерения с наложением спектров, нормированных по интенсивности полосы амид-I
клеточных белков). Спектры измерены в режиме пропускания в виде тонких пленок на дисках из ZnSe (рисунок под-
готовлен авторами с использованием данных, представленных в работе [60]).
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Рис. 2. ИК-спектры в режиме нарушенного полного внутреннего отражения (алмазная приставка с однократным от-
ражением) тонкой пленки биомассы бактерии Cupriavidus necator H16. (а) Измерения в процессе высыхания в течение
времени от 0 (спектр с наибольшими интенсивностями полос, отмеченных стрелочками) с интервалами 10 мин (про-
межуточные спектры) до 160 мин (спектр с наименьшими интенсивностями полос, отмеченных стрелочками); стре-
лочками отмечены характерные полосы колебаний воды. (б) Измерения в области 1800–1000 см–1 в процессе высы-
хания от 60 до 150 мин (с промежуточными спектрами с интервалом 10 мин) той же биомассы (контроль). (в) Измере-
ния в области 1800–1000 см–1 в процессе высыхания от 60 до 150 мин (с промежуточными спектрами с интервалом
10 мин) биомассы, предварительно подвергнутой термическому стрессу (80°C в течение 90 мин в фосфатном буфер-
ном растворе с pH 7.4); основные изменения в спектрах, связанные с кристаллизацией резервного вещества (поли-3-
гидроксибутирата), указаны стрелочками. (Рисунок подготовлен авторами с использованием данных, представлен-
ных в работе [58]).
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vidus necator, являющейся важным продуцентом
ПГБ, накапливающим его до 90% от сухой био-
массы [69], в процессе спонтанного удаления во-
ды (по данным [58]). Из данных рис. 2б (увели-
ченная по масштабу часть рис. 2а со спектрами,
измеренными в интервале от 60 до 150 мин) вид-
но, что после 60 мин спонтанного высушивания
вплоть до 2.5 ч изменения, наблюдаемые в наиболее
информативной части спектра (1800–1000 см–1),
незначительны; в частности, полосы поглощения
практически не меняют своего положения. Тем
не менее аналогичный спектр для той же биомас-
сы, предварительно подвергнутой термическому
стрессу (80°C в течение 90 мин в фосфатном бу-
ферном растворе с pH 7.4), показал, что в процес-
се удаления воды полосы ПГБ претерпели изме-
нения (рис. 2в). Указанный сдвиг полосы ν(C=O)
(от 1734 до 1719 см–1) и соответствующие измене-

ния в области колебаний C–C–O сложноэфир-
ной группы ПГБ (1300–1200 см–1) свидетельствуют
о протекании спонтанной кристаллизации биопо-
лимера [58]. Авторы работы [58] на основании на-
блюдения за морфологическими изменениями
клеток C. necator при указанной гидротермической
обработке с последующим высушиванием связыва-
ли эти изменения степени кристалличности с коа-
гуляцией гранул биополимера и удалением из них
следов воды, играющей роль “пластификатора”.
(Отметим также, что сравнение рис. 2б и 2в
показывает отчетливое изменение формы полос
клеточных белков, в особенности полосы амид-I
около 1650 см–1, очевидно, связанное с
денатурацией белков при термической обработке
(см. рис. 2в)).

В ряде случаев при ИК-спектроскопических
исследованиях небольших количеств биомассы

Рис. 3. ИК-спектры образцов высушенной биомассы бактерии Azospirillum baldaniorum Sp245. Измерения проведены
(а) в режиме диффузного отражения (1) в виде порошка без применения KBr и (2) после измельчения с KBr [66]; (б) в
режиме пропускания в виде пленки на поверхности диска из ZnSe (1) без измельчения сухой биомассы и (2) после ее
измельчения [60]. Полосы, для которых наблюдаются наибольшие сдвиги частот максимумов, выделены штриховкой
(рисунок подготовлен авторами с использованием данных, представленных в работах [60, 66]).
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до сих пор используется прессование перетертых
и смешанных с порошком KBr сухих образцов в
специальные таблетки при измерениях в
режиме пропускания [30, 39, 45], а также без прес-
сования – для использования метода ИКФС-ДО
(см. работу [66] и цитируемые в ней публикации).
Однако специальное исследование на примерах
различных биологических образцов, включая вы-
сушенную микробную биомассу, показало [66],
что растирание биомассы с KBr (даже без прессо-
вания) приводит к сдвигам максимумов основ-
ных полос ряда полярных функциональных
групп.

На рис. 3а представлены ИК-фурье-спектры,
полученные в режиме ДО, для порошка сухой
биомассы бактерии Azospirillum baldaniorum Sp245
(выращенной в условиях, соответствующих на-
коплению в клетках резервного материала – ПГБ
[66], гомополимера, характерного для азоспирилл
[42, 43, 54, 57]), в том числе после измельчения с
KBr. Как видно из спектроскопических данных,
основные полосы ПГБ – ν(C=O) (около 1740 см–1)
и колебания C–C–O (около 1300 см–1) сложно-
эфирного фрагмента – после измельчения в при-
сутствии KBr сдвигались соответственно с 1746 до
1728 см–1 и с 1300 до 1285 см–1, т.е. на 18 и 15 см–1.
Такое значительное смещение максимумов по-
лос, которые, как известно, чувствительны к степе-
ни кристалличности ПГБ [43, 58, 60, 67], свидетель-
ствует об индуцируемом данным механическим
воздействием (в присутствии полярной матрицы
KBr) процессе кристаллизации клеточного ПГБ,
изначально присутствующего в клетках в виде
аморфных гранул [66, 68].

Важно отметить, что для сухой биомассы A. bal-
daniorum Sp245, выращенной в отличающихся
условиях (с меньшим накоплением ПГБ), про-
цесс измельчения в отсутствие KBr приводил к
аналогичному по направлению, хотя и меньшему
по величине сдвигу указанных полос (8 см–1 для
полосы ν(C=O) около 1740 см–1 [60]) (рис. 3б).
Для остальных полос в спектрах на рис. 3 положе-
ние максимумов практически не изменялось в
пределах инструментальной погрешности прибо-
ра (±2–4 см–1), хотя на рис. 3а (в случае более
“жесткого” воздействия полярной матрицы KBr)
можно также заметить некоторые изменения
формы полос амид-I и амид-II.

Таким образом, для анализа in situ нативных
внутриклеточных биополимеров (без их выделе-
ния) методом ИКФС следует учитывать возмож-
ное влияние подобных воздействий при пробо-
подготовке [60]. При этом в процессе кристалли-
зации ПГБ (и других ПГА) форма и ширина
полосы ν(C=O), которая наиболее удобна для ко-
личественного анализа in situ данного биополи-
мера (и других полигидроксиалканоатов [3, 67]),
могут в существенной степени меняться (см., на-
пример, рис. 2в). В этом случае, как показано в
работе [68], более точное определение и сравне-
ние содержания ПГБ в биомассе клеток следует
проводить с учетом не интенсивности (высоты)
пика ν(C=O), а его площади.

ОСОБЕННОСТИ ИНТЕРПРЕТАЦИИ 
ИК-СПЕКТРОСКОПИЧЕСКИХ ДАННЫХ 

ПРИ АНАЛИЗЕ МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИХ 
ОБЪЕКТОВ

Одной из важнейших характеристик метода
ИКФС является его чувствительность не только к
структуре и количественному содержанию опре-
деленных соединений (в биологических образцах
это соответствует наличию определенных функ-
циональных групп в биомакромолекулах и над-
молекулярных биоорганических комплексах), но
и к различным внутри- и межмолекулярным вза-
имодействиям [3, 19]. Последние, как известно,
играют важнейшую роль в поддержании нативной
структуры биомакромолекул и их функциональной
активности. Эта чувствительность ИКФС, с одной
стороны, может в значительной степени затруд-
нять интерпретацию спектроскопических дан-
ных, поскольку под воздействием внутри- и меж-
молекулярных взаимодействий (в первую оче-
редь, водородных связей) энергия молекулярных
колебаний и, соответственно, частота полос опре-
деленных функциональных групп может менять-
ся; могут также появляться дополнительные поло-
сы в спектре. С другой стороны, в этом заключается
существенное преимущество метода, позволяюще-
го данные взаимодействия детектировать и иссле-
довать в неразрушающем режиме in situ и in vivo [3,
19, 30]. Указанные физико-химические закономер-
ности метода ИКФС, а также перекрывание диапа-
зонов частот, характерных для различных функцио-
нальных групп, являются основной сложностью,

Таблица 2. Химический состав (содержание компонентов, мас. %) липополисахарида (ЛПС), выделенного из
клеток, матрикса биопленки (МБ) и его фракций (МБ1 и МБ2), полученных хроматографическим разделением
матрикса, а также полисахаридной фракции матрикса биопленки (МБ3), полученной его мягким кислотным
гидролизом, бактерии Azospirillum baldaniorum Sp245 (по данным [59])

Компонент ЛПС МБ МБ1 МБ2 МБ3

Общие сахара 55.4 ± 4.5 9.1 ± 1.0 42.1 ± 3.4 10.4 ± 1.8 62.3 ± 4.8
Белки – 67.4 ± 0.4 18.7 ± 1.5 53.2 ± 3.7 –



ЖУРНАЛ АНАЛИТИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 78  № 10  2023

ОСОБЕННОСТИ МЕТОДОЛОГИИ ИНФРАКРАСНОЙ ФУРЬЕ-СПЕКТРОСКОПИИ 921

требующей определенного опыта и квалификации
исследователя. Этим объясняется тот факт, что ме-
тод ИКФС, давно использующийся в области мате-
риаловедения в качестве рутинного инструмента, в
науках о жизни, включая микробиологию, до сих
пор не стал рутинным, несмотря на постоянно рас-
тущее число работ с его применением.

Помимо анализа характерных интенсивных по-
лос, в первую очередь тех, которые не перекрыва-
ются с другими полосами колебаний (таких как об-
суждавшаяся выше полоса ν(C=O) около 1740 см–1,
характерная для сложных полиэфиров класса
ПГА [3, 43, 57–60, 66–68]), более слабые полосы
в ИК-спектрах, например, в области различных
колебаний ν(C–H) алифатических групп (~3000–
2800 см–1), также могут дать ценную информа-
цию, особенно в совокупности с данными других
методов или результатами химического анализа.
В качестве примера рассмотрим ИК-фурье-спек-
тры образцов двух фракций матрикса биопленки
бактерии Azospirillum baldaniorum Sp245, получен-
ных его хроматографическим разделением (рис. 4),
характеризующихся различным распределением
молекулярных масс макрокомпонентов (80–40 кДа
для МБ1 и 35–20 кДа для МБ2; табл. 2) [59].

В первую очередь из спектров на рис. 4 следу-
ет, что поглощение в полисахаридной области ко-
лебаний (~1200–950 см–1) для фракции МБ1 зна-
чительно более интенсивно, чем для МБ2. Это хо-
рошо соответствует данным химического анализа
(см. табл. 2), показывающим, что общее содержа-
ние сахаров в МБ1 в четыре раза выше, чем в МБ2.
Поскольку углеводная часть данных фракций пред-
ставлена липополисахаридом [59, 70], этому вполне
соответствует более заметное плечо на спектре
фракции МБ1 в области колебаний ν(C=O) около
1740 см–1.

Следует специально отметить, что в сложных
полиэфирах класса ПГА (и, в частности, ПГБ)
каждая единица мономера содержит карбониль-
ную группу, и при его накоплении в заметных ко-
личествах полоса ν(C=O) в ИК-спектрах стано-
вится заметной даже в микробной биомассе [3,
57, 66–68]. В отличие от этого, в составе липи-
дов мольная доля сложноэфирного фрагмента
[–(C=O)–O–] невелика (см., например, вставку на
рис. 4); кроме того, содержание липидов в клетке
бактерий обычно порядка 10% (см. табл. 1). В резуль-
тате при отсутствии накопления ПГА в ИК-спектрах
клеточной биомассы полоса ν(C=O) около 1740 см–1

Рис. 4. ИК-спектры двух фракций матрикса биопленки бактерии Azospirillum baldaniorum Sp245, полученных его хро-
матографическим разделением: (1) МБ1 и (2) МБ2 (см. табл. 2; по данным [59]). Стрелочками отмечены характерные
полосы симметричных (νs) и антисимметричных (νas) валентных колебаний групп –CH3 и –CH2–, ν(C=O) сложно-
эфирного фрагмента, а также характерная область колебаний полисахаридов (ПС). Во вставке показана структурная фор-
мула липида А липополисахарида, типичного для азоспирилл [70] (с выделенными овалом областями амидных связей
(C=O)–HN). (Рисунок подготовлен авторами с использованием данных, представленных в работах [59, 70]).
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липидных компонентов представлена в виде очень
слабого (часто малозаметного) плеча у левого крыла
полосы амид-I клеточных белков [3, 68].

Из рис. 4 также видно, что в целом область более
слабых колебаний алифатических групп ν(C–H)
(3000–2800 см–1) для фракции МБ1 также замет-
но интенсивнее (вклад в нее вносят алифатиче-
ские группы не только липидов, но и боковых це-
пей аминокислотных остатков белков и других
биомолекул). Более того, сравнение этой области
для фракций МБ1 и МБ2 показывает, что для МБ1
относительная интенсивность обеих полос валент-
ных колебаний метиленовых групп νas(CH2) и
νs(CH2) по сравнению с соответствующими коле-
баниями концевых метильных групп νas(CH3) и
νs(CH3) значительно выше, чем для МБ2. Это на-
ходится в полном соответствии с повышенным
содержанием сахаров (представленных в составе
липополисахарида, ЛПС) в МБ1 по сравнению с
МБ2 (см. табл. 2), поскольку липидная часть ЛПС
содержит длинные алифатические цепи жирно-
кислотных остатков (см. вставку на рис. 4).

Таким образом, тщательный анализ различ-
ных областей ИК-спектра даже для таких много-
компонентных и неоднородных по составу объек-
тов, как микробные клетки, биопленки и их макро-
составляющие, измерение которого значительно
менее трудоемко, чем проведение химических ана-
лизов, может дать ценную информацию об относи-
тельном макромолекулярном составе образцов.

Что касается анализа состава матрикса биоплен-
ки, необходимо отметить еще один важный момент.
Для полисахаридной фракции матрикса, получен-
ной его мягким кислотным гидролизом [59], в
ИК-спектре данной фракции (МБ3; см. также
табл. 2) присутствуют характерные полосы в об-
ласти амид-I и амид-II при 1638 и 1545 см−1 соот-
ветственно (рис. 5). При этом как по данным хими-
ческого анализа (табл. 2), так и по результатам элек-
трофореза в полиакриламидном геле (SDS-PAGE)
в составе данной фракции белок отсутствует, а
полисахарид представлен в составе ЛПС [59] (в
левом крыле широкой полосы амид-I на рис. 5
выше 1700 см–1 можно заметить вклад колебаний
ν(C=O), соответствующих ЛПС, сложноэфирных
фрагментов [–(C=O)–O–]; см. вставку к рис. 4).
В данном случае появление полос амид-I и амид-II
в отсутствие белковых макрокомпонентов объяс-
няется наличием амидных связей в липиде А в
составе ЛПС (см. вставку к рис. 4; амидные свя-
зи [–NH–(C=O)–] выделены овалом). Этот факт
необходимо учитывать при анализе спектроскопи-
ческих данных сложных (микро)биологических об-
разцов.

Отметим также, что полоса амид-I на рис. 5
имеет максимум при 1638 см−1. Вероятно, с этим
может быть связано расщепление полосы амид-I
в спектре фракции МБ1 (см. рис. 4, спектр 1), ко-

торая, помимо белка (ему соответствует обычная
полоса амид-I с максимумом при 1654 см–1, ха-
рактерным для α-спирали [3, 20, 23, 35, 36]), содер-
жит также значительную долю ЛПС (см. табл. 2 по
содержанию сахаров в составе ЛПС), с появлени-
ем соответствующего ему “амидного” пика с мак-
симумом при 1635 см–1.

В заключение необходимо заметить, что вме-
сте с ростом числа публикаций, в которых метод
ИКФС в разных вариантах с успехом применяет-
ся для исследования микроорганизмов и иных био-
логических объектов, нередко в работах встречают-
ся неточности как методологического характера
(их обычно легко различить по нехарактерной для
данных объектов форме спектров и (или) относи-
тельной интенсивности типичных пиков [71], на-
личию сильного дублета CO2 около 2350 см–1

(см. [72]), заметного, например, в работе [73],
свидетельствующего о недостаточной продувке
камеры спектрометра для удаления CO2 и воз-
можных сопутствующих паров воды [27], и др.),
так и интерпретации спектроскопических дан-

Рис. 5. ИК-спектр полисахаридной фракции матрик-
са биопленки бактерии Azospirillum baldaniorum Sp245,
полученной его мягким кислотным гидролизом
(МБ3; см. табл. 2; по данным [59]). Стрелочками от-
мечены полосы амид-I и амид-II, а также характерная
область колебаний полисахаридов (ПС). (Рисунок
подготовлен авторами с использованием данных,
представленных в работе [59]).
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ных. В качестве примера можно привести отнесе-
ние авторами работы [74] в ИК-спектре биопленки
бактерии Acinetobacter baumannii аналогичного сла-
бого дублета CO2 при 2352 см–1 к “изоцианату”.

В ИК-спектрах выделенных авторами
работы [75] образцов ПГБ и его сополимера с по-
ли-3-гидроксивалератом наряду с типичными
полосами ПГА (в частности, наиболее интенсив-

Рис. 6. ИК-спектры (а) сухой биомассы бактерии Aquabacterium commune (1) в виде биопленки, сформированной на
поверхности нержавеющей стали в течение 100 ч, и (2) в виде планктонной культуры, выделенной из той же среды
культивирования (измерения проведены методом микро-ИКФС в режиме отражения [45]); (б) тонкой пленки поли-
3-гидроксибутирата (ПГБ), выделенного из биомассы бактерии Azospirillum baldaniorum Sp245 [66] (измерения про-
ведены в режиме пропускания), а также (в) электронные микрофотографии клеток Aquabacterium commune (масштаб-
ная линейка 1 мкм) [77]. На рисунке (а) стрелочками показаны положения полос, соответствующих полосам ПГБ на ри-
сунке (б); двумя более крупными темными стрелками обозначены области основных полос ПГБ, соответствующих ко-
лебаниям связей C=O (около 1740 см–1) и C–O–C (около 1290 см–1) сложноэфирного фрагмента, чувствительных к
степени кристалличности ПГБ [66–68]. На рисунке (в) на изображениях клеток видны включения полифосфата (тем-
ные) и крупные гранулы полигидроксиалканоатов (белые) [77]. (Рисунок подготовлен авторами с использованием
данных, представленных в работах [45, 66, 77]).
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ной полосой ν(C=O) при 1729 см–1) присутствуют
также интенсивные полосы амид-I и амид-II при
~1648 и 1547 см–1, а также широкая интенсивная
полоса в области ν(O–H) (~3500–3000 см–1). Эти
данные указывают на очевидную недостаточную
очистку биополимеров от биомассы клеток и (или)
ее макрокомпонентов. Аналогичная ошибка до-
пущена авторами работы [76], в которой в ИК-
спектре, как указано в подписи к рисунку, выде-
ленного из биомассы бактерии Bacillus cereus об-
разца ПГБ имеются интенсивные полосы, харак-
терные для белков (включая амид-I и амид-II при
~1634 и 1533 см–1). При этом практически отсут-
ствует полоса ν(C=O) в области ~1740 см–1, что
ставит под сомнение наличие “выделенного” ав-
торами [76] биополимера в образце.

Авторы замечательного по информативности
сравнительного исследования различных режимов
измерения ИК-фурье-спектров образцов бактерии
Aquabacterium commune [45] при интерпретации
данных описывали асимметричную полосу по-
глощения ν(C=O) значительной интенсивности в
области 1739–1725 см–1, сравнимой по величине с
полосами белков (амид-I и амид–II), как отвеча-
ющую мембранным липидам и жирным кисло-
там. Такая интерпретация, на наш взгляд, не со-
ответствует физиологичному составу клеток (в
частности, содержанию липидов), поскольку по-
лоса ν(C=O) такой интенсивности в клетках бак-
терий наблюдается лишь при накоплении значи-
тельных количеств резервных сложных полиэфи-
ров (ПГА) [3, 66–68]. В статье с первым описанием
данной бактерии [77] упоминалось, что она со-
держала ПГА в качестве резервных биополимеров,
причем на опубликованных в статье [77] микрофо-
тографиях этой бактерии и других описанных ви-
дов Aquabacterium видны достаточно крупные
множественные гранулы ПГА. (Отметим, что ав-
торы работы [45] выращивали культуру A. com-
mune на той же среде и в условиях, аналогичных
указанным в работе [77], поэтому общий состав и
морфология клеточной биомассы должны быть
аналогичными.) Сравнение ИК-спектров сухих
биомасс (биопленки и планктонной культуры) бак-
терии A. commune [45] и выделенного из клеток бак-
терии Azospirillum baldaniorum (ранее известна как
A. brasilense) чистого образца ПГБ [66] (рис. 6а–
6б) показывает, что все основные полосы, харак-
терные для ПГБ (и других ПГА [65, 67]), присут-
ствуют в спектрах бактериальных биомасс A. com-
mune (кроме того, крупные гранулы ПГА видны на
микрофотографиях клеток бактерии [77]; рис. 6в).
При этом важно также подчеркнуть, что основные
изменения формы полос на рис. 6а (спектры 1 и 2
биомасс A. commune) соответствуют двум основ-
ным областям колебаний ПГБ, чувствительным к
степени его кристалличности (выделены на
рис. 6а крупными темными стрелками).

В публикациях встречались, к сожалению, и бо-
лее существенные ошибки. Так, в работах [78, 79]
ИК-фурье-спектры биогенных наночастиц селе-
на микробного происхождения, измеренные в ре-
жиме поглощения (с максимумами, направлен-
ными вверх), были представлены в координатах
пропускания по оси ординат (с описанием миниму-
мов на спектрах вместо пиков) и, соответственно, с
неверной интерпретацией. Следует тем не менее
заметить, что в обоих случаях были опубликова-
ны исправления (соответственно [80, 81]).

Из приведенных сведений об имеющихся в ли-
тературе неточностях, допущенных при проведе-
нии измерений и интерпретации полученных дан-
ных, можно сделать следующие основные выводы.
Поскольку метод ИКФС, особенно при наличии
современных приборов и аксессуаров, зачастую
не требует особо сложной пробоподготовки даже
для микробиологических образцов, эта кажущая-
ся “простота” может отвлекать от необходимости
строгого соблюдения рекомендуемых в руковод-
ствах [3, 27, 30] основных этапов подготовки при-
бора и образцов. Сам метод, однако, достаточно
“коварен” – в том смысле, что при неправильных
измерениях и (или) подготовке образцов ИК-
спектр всегда удается получить, но он может не
соответствовать реальной структуре и составу ис-
следуемой системы. Тем не менее эти методоло-
гические нюансы достаточно просто учесть. Наи-
важнейшей частью исследования после получения
адекватных экспериментальных ИК-спектров яв-
ляется именно их интерпретация, требующая
значительной квалификации, опыта и наблюда-
тельности. Выше уже отмечались сложность и
высокая информативность ИК-спектров биоло-
гических образцов, связанные как с возможным
перекрыванием областей (величин энергии) ко-
лебаний различных функциональных групп био-
молекул, так и с их чувствительностью к межмо-
лекулярным и внутримолекулярным взаимодей-
ствиям. Таким образом, при интерпретации данных
важно принимать во внимание многозначность
информации, заключенной в спектрах. При этом,
разумеется, обязательно следует учитывать и на-
личие разных типов колебаний (валентные, раз-
личные типы деформационных, симметричные и
асимметричные колебания и др.), что особенно
важно для многоатомных функциональных групп.
Эти “отпечатки” следует фиксировать в анализиру-
емых спектрах с учетом их относительной интен-
сивности, которая может в значительных пределах
меняться, в том числе в зависимости от межмолеку-
лярных взаимодействий, состояния образца, усло-
вий его получения и т.д.

* * *
В настоящем мини-обзоре на отобранных ав-

торами примерах из литературы, опубликован-
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ных в основном в последние 10–15 лет, рассмот-
рена важность основных этапов пробоподготовки
микробиологических образцов, и в первую очередь
биомассы клеток и биопленок. Особо отмечены
возможности изменения нативного состояния ис-
следуемой системы при подготовке проб (высуши-
вание, измельчение и др.). Таким образом, хотя ме-
тод ИКФС является неразрушающим (не изменяю-
щим состав образца) и в значительной степени
неинвазивным (не влияющим на его химическую и
морфологическую структуру), важно соблюдать это
правило также при отборе и подготовке образцов.
Рассмотрены некоторые важные особенности ин-
терпретации спектрохимических данных, возмож-
ности сравнительных количественных оценок со-
держания макрокомпонентов при анализе относи-
тельных интенсивностей характерных колебаний.
Приведены примеры некоторых типичных методо-
логических и аналитических неточностей и оши-
бок, встречающихся в литературе по изучению мик-
робиологических объектов методом ИКФС, про-
анализированы их причины; даны рекомендации
для обеспечения правильной подготовки и про-
ведения ИК-спектроскопического биоанализа.

Работа выполнена при поддержке Российского
научного фонда (грант 22-26-00142).
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