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и фенилаланина под действием холодной плазмы коронного электрического разряда, импульсно-
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щих к деградации белка, являются окисление, нитрование и восстановление дисульфидных связей. 
Степень деградации белка и аминокислот сравнивается с действием перекиси водорода. Обсуждается 
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ВВЕДЕНИЕ
Стерильность субстратов, продуктов и по-

верхностей различного назначения является од-
ной из важных задач современных технологий. 
Антимикробным эффектом обладают различные 
физические факторы: излучение УФ-диапазона, ак-
тивные формы кислорода и азота (АФК, АФА), вы-
сокая температура, а также химические препараты. 
В организме АФК и АФА участвуют в различных ме-
таболических процессах, но превышение их кон-
центрации приводит к деструкции и гибели микро-
организма или клетки [1].

К физическим методам, способным создавать 
высокие концентрации активных форм кислоро-
да и азота, относятся разные виды электрического 
газового разряда, и УФ-излучение. Полный спектр 
АФК и АФА генерируется в плазме электрическо-
го разряда [2 – 4]. Генерируемые в электрическом 
разряде активные частицы производят бактери-
цидный эффект [5, 6]. Механизмом гибели бакте-
риальной клетки под действием АФК и АФА яв-
ляются в первую очередь, окислительные процес-
сы, приводящие к разрушению клеточной стенки 

и цитоплазматической мембраны. Проникшие 
внутрь клетки активные частицы через сигнальный 
механизм распространяют свое действие на вну-
триклеточные структуры [7]. В результате микро-
организм утрачивает метаболическую активность, 
структурную целостность и погибает.

Световое излучение имеет особенности бак-
терицидного действия. Под действием излучения 
УФ-С-диапазона (220 – 280 нм) происходит прямое 
поглощение квантов света молекулами ДНК / РНК 
и последующее их повреждение, связанное с изме-
нением структуры и функции ДНК / РНК [8]. Кроме 
молекул ДНК / РНК, прямое поглощение квантов 
УФ-С-излучения возможно аминокислотами, вхо-
дящими в состав белка: триптофан, тирозин, фе-
нилаланин, гистидин, метионин, цистеин и ци-
стин (дисульфидные связи). В результате амино-
кислоты разрушаются, что приводит к нарушению 
функции белка.

Для дезактивации микроорганизмов могут при-
менять специальные реагенты, в том числе пере-
кись водорода [9, 10]. Перекись водорода вызывает 
разрушение клеточной стенки у микроорганизмов, 
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что связано с высокой окислительной способно-
стью препарата [11]. Химические реакции окисле-
ния могут занимать определенное время, поэтому 
при использовании перекиси водорода в качестве 
дезинфектанта важным фактором является время 
контактирования.

Клетки бактерий и других организмов состоят 
преимущественно из белков. Изучать степень бакте-
рицидного и цитотоксического эффекта конкретно-
го воздействия можно, используя в качестве модель-
ного объекта растворы белка и аминокислот, входя-
щих в его состав. Модельные растворы позволяют 
сравнить энергетические характеристики активных 
частиц разной природы, оценить степень их воздей-
ствия на белки и компоненты белков, а также вы-
явить уровень противомикробного действия.

Цель работы –  оценка и сравнение энергетиче-
ских затрат на деградацию до уровня 50 % альбуми-
на и аминокислот (триптофан, тирозин, фенила-
ланин) под действием активных частиц холодной 
плазмы коронного электрического разряда, им-
пульсного излучения горячей плазмы искрового 
разряда, УФ-излучения и сопоставление с действи-
ем перекиси водорода.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Источниками активных частиц служили ге-
нератор коронного электрического разряда, ге-
нератор импульсного излучения горячей плазмы 
и ртутная УФ-лампа низкого давления. Для каж-
дого источника определялся выход активных ча-
стиц, нормированный на дозу и объем обраба-
тываемого раствора. Для каждого исследуемого 
вещества определялась зависимость остаточной 
концентрации после обработки от дозы физиче-
ского воздействия.

Генератор холодной плазмы коронного 
электрического разряда

Функциональная схема генератора приведе-
на на рис. 1. Диаметр стеклянного реактора 90 мм, 
полный объем 500 мл. На дно наливали 50 мл об-
рабатываемого раствора. Слой жидкости заземлял-
ся через отверстие в дне реактора. На расстоянии 
6.5 мм от поверхности жидкости располагались 7 
разрядных электродов из нержавеющей стали диа-
метром 2 мм. На каждый электрод через балластный 
резистор R = 20 МОм подавалось высокое напря-
жение 11 кВ отрицательной полярности. Каждый 
электрод соединялся с землей через искрогасящую 
емкость C = 30 пф. Ток разряда с каждого электрода 
70 μА, полный ток разряда 0.5 мА. Коронный разряд 
горел между электродами и поверхностью жидкости.

Под действием коронного разряда на воздухе 
в присутствии паров воды образовывались гидрок-
сильные радикалы, озон, перекись водорода и окис-
лы азота. За время обработки изменение кислотно-
сти воды не наблюдалось, поэтому образованием 
азотных соединений можно пренебречь. Перекись 
водорода образовывалась при взаимодействии ги-
дроксильных радикалов, но далее она взаимодей-
ствовала с озоном, регенерировались гидроксиль-
ные радикалы. Поэтому в реакторе вырабатыва-
лась озоно-гидроксильная смесь, в которой время 
жизни гидроксильных радикалов составляло 0.12 с, 
на поддержание жизни гидроксильных радикалов 
расходовался озон [12, 13]. Основным реакционно-
способным продуктом являлись гидроксильные ра-
дикалы. Выход гидроксильных радикалов, измерен-
ный по окислению щавелевой кислоты и рассчитан-
ный на основании данных работ [12, 13], составил 
(4.15 ± 0.2) 10 –6 ммоль / (Дж 10 мл).

Генератор импульсного излучения горячей 
плазмы ИР10

Функциональная схема генератора представле-
на на рис. 2. Разрядный конденсатор C1 заряжается 
от источника высокого напряжения 11 кВ через ре-
зисторы R1, R2 и R3 (R3 >> R1 + R2). Конденсатор 
соединен с электродами из нержавеющей стали 
диаметром 2 мм, расстояние между которыми 
3 мм. При подаче высокого напряжения начина-
ется самостоятельный искровой разряд, частота 

Рис. 1. Генератор коронного электрического раз-
ряда. 1 – обрабатываемая жидкость, 2 – разрядные 
элекроды, 3 – RC матрица, 4 – источник высокого 
напряжения.
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повторения импульсов 10 Гц, мощность 0.59 Дж / с. 
Область разряда излучает как черное тело, нагретое 
до температуры ~104 К. Максимум спектра излуче-
ния соответствует длине волны 220 нм. Излучение 
воздействует на жидкость, находящуюся в кювете. 
Объем жидкости 10 мл.

А ктивными частицами, образу ющимися 
в воде под действием излучения плазмы, являют-
ся радикалы HO2

•, азотистая кислота и комплекс…
ONOOH / ONOO–…, который мог распадаться на пе-
роксинитрит и пероксиазотистую кислоту [14, 15]. 
В процессе обработки кислотность раствора умень-
шается, создается кислая среда. Поэтому основ-
ным каналом распада комплекса в данных усло-
виях является пероксиазотистая кислота.

Вы ход ра д и ка лов HO 2
• определ я ли в  ра-

ботах [14,  15] по окислению двухвалентного 
железа в соли Мора. На основании этих дан-
ных рассчитан выход радикалов HO2

• в усло-
виях данного эксперимента. Выход составил 
(2 ± 0.2) 10 –5 ммоль / (Дж 10 мл).

Азотсодержащие соединения, образующиеся 
в данном эксперименте, являются короткоживу-
щими и в течение 3 суток практически полностью 
распадаются на азотную кислоту [16]:

            HNO2, ONOOH/ONOO–  HNO3	 (1)

Поэтому концентрацию первичных азотсо-
держащих соединений определяли по величине 
pH воды через 3 дня после обработки. Получена 
концентрация азотсодержащих соединений 
(6.5 ± 0.5) 10 –4 ммоль / (Дж 10 мл).

Ртутная лампа низкого давления ДКБ-9

Использовалась лампа, вмонтированная в из-
лучатель ОУФК-01 “Солнышко” мощностью 9 Вт. 
Интенсивность излучения определялась раствором 
ферриоксалата калия и ферросульфатным дози-
метром в работе [15]. Полученные значения соот-
ветствуют паспортным характеристикам. Отсюда 
был рассчитан выход УФ-фотонов применительно 
к условиям данного эксперимента. Получено зна-
чение (2.07 ± 0.12) 10 –3 ммоль / (Дж 10 мл).

Условия эксперимента

Д л я   о б р а б о т к и  и с п о л ь з о в а л и с ь  в о д н ы е 
р а с т в о р ы  б ы ч ь е г о  а л ь б у м и н а  к о н ц е н т р а
ц и е й  70 0  м г/л  (1.0 7  10  –5 м о л ь/л),  L - т р и п т о
ф а н а  2 0  м г/ л   (9 . 8  10  – 5  м о л ь / л ),  L - т и р о з и
на  20 м г/л (1.1 10  – 4 мол ь/л) и  L -ф ен и ла ла н и
на 220 мг/л (1.33 10 –3 моль/л). Концентрацию раство-
ров контролировали по выходу флуоресценции, ка-
либровку осуществляли по стандартным растворам. 
Характеристики исследуемых веществ приведены 
в табл. 1. В состав молекулы альбумина входят арома-
тические аминокислоты триптофан (3 молекулы), тиро-
зин (21 молекула) и фенилаланин (30 молекул), которые 
могут флуоресцировать. Как видно из табл. 1, основной 
вклад в флуоресценцию могут давать триптофан и ти-
розин, вклад фенилаланина мал. Длины волн возбуж-
дения триптофана и тирозина близки, а с учетом коли-
чества этих аминокислот в молекуле альбумина макси-
мум регистрации приходится на длину волны 330 нм. 
Характеристики линий поглощения, возбуждения и ре-
гистрации измерены для калиброванных растворов.

Рис. 2. Генератор импульсного излучения горячей плазмы ИР10. 1 – кювета с обрабатываемой жидкостью,  
2 – модуль искрового разряда, 3 – модуль источника питания; C1 – разрядный конденсатор 2200 пф;  
R1 = R2 = 330 кОм – гаситель отраженной волны; R3 – балластное сопротивление 8 МОм, HV – источник вы-
сокого напряжения 11 кВ.
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Выход флуоресценции зависит от кислотности 
раствора. Так как в процессе обработки величи-
на pH уменьшалась, то обрабатывались растворы, 
подкисленные серной кислотой. Исходное значе-
ние кислотности растворов pH 3.2. В этом случае 
после обработки значение pH не менялось.

Оптическая плотность растворов измерялась 
спектрофотометром СФ-102 фирмы “Аквилон”, 
Москва. Выход флуоресценции измеряли при-
бором “Флуорат-02 Панорама”, фирма “Люмекс”, 
Санкт-Петербург. Кислотность растворов изме-
ряли прибором “Эксперт-001”, фирма “Эконикс”, 
Москва. Использовались химически чистые реак-
тивы и дистиллированная вода, pH 6.5.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для всех исследованных веществ их остаточная 
концентрация после обработки источниками ак-
тивных частиц уменьшается с ростом дозы, притом 
зависимость носит экспоненциальный характер. 
В качестве примера на рис. 3 представлена зависи-
мость отношения концентрации C после обработ-
ки излучением УФ-лампы к исходному значению 
C0 (C / C0) от дозы излучения для тирозина, трип-
тофана и фенилаланина. Видно, что зависимость 
от дозы в логарифмическом масштабе линейная. 
Поэтому величиной, которая характеризует умень-
шение концентрации, является доза излучения, 
при которой концентрация уменьшилась в два 
раза D½. Для исследуемого диапазона концентра-
ций эта доза не зависит от начальной концентра-
ции аминокислоты.

В табл. 2 приведены значения D½ для исследо-
ванных веществ. В табл. 3 приводится концентра-
ция активных частиц, соответствующая D½, и ис-
ходные концентрации обрабатываемых веществ. 
Для продуктов, образующихся под действием излу-
чения горячей плазмы генератора ИР10: радикалов 
HO2

• и азотных соединений (HNO2, ONOOH), кон-
центрации активных частиц приведены отдельно.

Проанализируем полученные результаты.

Генератор холодной плазмы коронного 
электрического разряда

Основными активными частицами являют-
ся гидроксильные радикалы [13]. Механизм дей-
ствия – окисление, отрыв атома водорода:

Таблица 1. Флуоресцентные характеристики ароматических аминокислот и альбумина

Аминокислота, 
белок

Длина волны 
поглощения,

нм

Коэффициент  
экстинкции *, 
л моль

–1
 см

–1

Длина волны 
испускания,

нм

Квантовый выход * 
флуоресценции

Триптофан 288 – 290 5000 – 5600 350 – 355 0.2

Тирозин 275 1400 303 0.14

Фенилаланин 261 200 284 0.04

Альбумин 280 – 330 -

* – для альбумина определить коэффициент экстинкции и квантовый выход излучения затруднительно, так 
как белок имеет сложный состав.

Таблица 2. Доза физического воздействия, нормированная на 10 мл обрабатываемого раствора, при которой 
концентрация аминокислоты или  белка уменьшается в  два раза, D½, Дж / (10  мл), и  количество 3 % перекиси 
водорода, вводимой в раствор для получения того же эффекта

Аминокислота, белок
Вид воздействия, активные факторы, D½ (Дж / 10 мл) 

Плазма, OH
•

ИР10, HO2
•
, HNO2, ONOOH УФ, λ = 253.7 нм 3 % Н2О2 мл / (10 мл) 

Тирозин 400 ± 60 2200 ± 250 650 ± 70 0.45

Триптофан 120 ± 15 1400 ± 150 210 ± 25 0.55

Фенилаланин 450 ± 70 1500 ± 170 420 ± 50 0.1

Альбумин 411 ± 45 1240 ± 130 40 ± 5 1.15

Рис. 3. Зависимость относительного уменьше-
ния концентрации аминокислот после обработки 
(С / С0) от дозы облучения УФ-лампой (Дж / 10 мл), 
l = 253.7 нм.
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                  R–H+OH•  R•+H2O	 (2)

Энергия, выделяемая при образовании молеку-
лы воды, составляет 115 ккал / моль [17]. Эта энергия 
расходуется на отрыв  атома водорода. Ее достаточно, 
чтобы оторвать атом водорода практически из любого 
положения в органической молекуле [17]. Образуется 
радикал R•, который может участвовать в цепных ре-
акциях. Из табл. 2 видно, что дозы D½ для альбумина 
и входящих в его состав аминокислот под действием 
холодной плазмы примерно одинаковы. Сравнивая 
концентрацию радикалов OH•, соответствующую 
дозе D½, с концентрацией исходных аминокислот 
в пробе (табл. 3), видим, что на один радикал при-
ходится 0.6, 2.2 и 7 разрушенных молекул тирозина, 
триптофана и фенилаланина соответственно. Это 
свидетельствует о возможности протекания цепных 
реакций. Для альбумина на один гидроксильный ра-
дикал приходится 0.06 разрушенных молекул. Роль 
цепной реакции намного меньше, что может быть 
связано с ограниченной подвижностью аминокислот 
в альбумине. Из результатов следует, что механизмом 
повреждения белка под действием холодной плазмы 
коронного электрического разряда является окисле-
ние аминокислот, входящих в его состав.

Генератор импульсного излучения горячей 
плазмы ИР10

Основными активными продуктами являются 
радикалы HO2

•-окислители и азотные соединения 
HNO2 и ONOOH. Механизм действия радикалов 
HO2

• –  отрыв атома водорода:

                  R–H + HO2
•  R•+H2O2	 (3)

Энергия, выделяемая при образовании перекиси 
водорода, составляет 88 ккал / моль [17]. Эта энергия 
меньше энергии связи атома водорода в большинстве 
участков органической молекулы, поэтому окис-
ление радикалами HO2

• маловероятно и не играет 
большого значения, хотя их концентрация намного 
больше, чем концентрация гидроксильных радика-
лов в плазме коронного разряда (табл. 3).

Азотные соединения могут быть восстановите-
лями и нитрующими агентами. Известно нитрова-
ние ароматических аминокислот (триптофана и ти-
розина) [18, 19]. Концентрации нитрующих агентов, 
соответствующих D½, для альбмина и аминокислот 
примерно одинаковы (см. табл. 3). Отсюда следует, 
что разрушение альбумина импульсным излучени-
ем горячей плазмы осуществляется через нитрова-
ние входящих в его состав аминокислот.

Ртутная лампа низкого давления ДКБ-9

Активный фактор – излучение с длиной волны 
253.7 нм. Излучение поглощают триптофан, тиро-
зин, фенилаланин, гистидин, метионин, цистеин 
и цистин, которые входят в состав белка, линии 
поглощения которых расположены в области спек-
тра 240 – 290 нм. Эти молекулы, поглотив фотон, 
меняют свою структуру, что влияет на их свойства 
и свойства белка в целом. Из табл. 2 видно, что ве-
личины D½ для аминокислот близки значениям, 
полученным при действии гидроксильных ради-
калов. Особо следует выделить роль дисульфидных 
связей между остатками серосодержащей амино-
кислоты цистеина. Дисульфидные связи служат 
для поддержания третичной и четвертичной струк-
туры белка [20 – 22], поэтому при их разрушении 
меняются свойства белка. В тоже время –S–S– свя-
зи не влияют на свойства флуоресцирующих ами-
нокислот: тирозина, триптофана и фенилаланина.

Восстановление дисульфидных связей в аль-
бумине с образованием групп –SH под действием 
импульсного излучения горячей плазмы генера-
тора ИР10 и ртутной лампы ДКБ-9 изучалось в ра-
боте [23]. В обоих случаях образование –SH групп 
наблюдалось, но для излучения генератора ИР10 
их выход в ~7 раз меньше, чем под действием ртутной 
лампы. Восстановление –S–S– связей азотсодержа-
щими продуктами дает вклад, величина D½ для аль-
бумина под действием импульсного излучения ге-
нератора ИР10 меньше, чем для аминокислот (см. 
табл. 2). Но этот вклад небольшой, что согласуется 
с данными работы [23]. Величина D½ для альбумина 

Таблица 3. Концентрация исходный веществ и  активных частиц, нормированная на  10  мл раствора, 
соответствующая дозе D½

Аминокислота,
белок

Концентрация аминокислот 
и белка в пробе,
ммоль / (10 мл) 

Вид воздействия, активные факторы,
Концентрация частиц, ммоль / (10 мл), соответствующая D½

Плазма
OH

•
ИР10 УФ

λ=253.7 нм
Н2О2

HO2
•

HNO2, 
ONOOH

Тирозин 9.8 10
 – 4

1.66 10
 – 3

0.044 1.43 1.34 0.396

Триптофан 1.1 10
 – 3

0.5 10
 – 3

0.028 0.91 0.434 0.48

Фенилаланин 1.33 10
 – 2

1.86 10
 – 3

0.03 0.97 0.867 0,088

Альбумин 1.07 10
 – 4

1.7 10
 – 3

0.0248 0.8 0.0828 1.01
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под действием излучения ртутной лампы примерно 
в 10 раз меньше, чем для отдельных аминокислот, 
на концентрацию которых не влияют дисульфид-
ные связи. Поэтому механизмами действия излу-
чения лампы ДБК-9 на белок являются восстанов-
ление дисульфидных связей и прямое поглощение 
фотонов энергетическими уровнями аминокислот.

Перекись водорода

Перекись водорода – в первую очередь сильный 
окислитель, но может проявлять и восстановительные 
свойства в зависимости от условий среды. Основной 
механизм антибактериального действия перекиси 
водорода – повреждение стенки бактерии, которое 
происходит в результате нарушения функций бел-
ка [24, 25]. Функции белка нарушаются из

–
за повреж-

дений аминокислот, входящих в его состав. Из табл. 
2 видно, что расход перекиси водорода на окисление 
аминокислот до уровня 1 / 2 от исходной концентра-
ции заметно меньше, чем на деградацию альбумина. 
Связано с тем, что в случае альбумина перекись рас-
ходуется не только на взаимодействия с аминокис-
лотами, наблюдаемыми методом люминесценции, 
но и на другие компоненты белка. Перекись водорода 
можно использовать как эталон антибактериального 
действия физического фактора. Величину D½ можно 
сопоставить определенной концентрации перекиси 
водорода, свойства которой хорошо известны.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Механизмы действия источников активных ча-
стиц на аминокислоты и белок:
–	 Холодная плазма коронного электрическо-

го разряда – окисление гидроксильными 
радикалами.

–	 И м п у л ь с н о е  и з л у ч е н и е  г о р я ч е й 
плазмы – нитрование.

–	 Излучение ртутной лампы 253.7 нм – прямое 
поглощение фотонов. В белке – восстановление 
дисульфидных связей.
По уменьшению выхода флуоресценции в два 

раза можно судить о возможности антимикробного 
действия физического фактора. Анализ флуорес-
ценции позволяет оперативно оценить роль и ка-
налы действия физических факторов в процессе 
разрушения клеток живых организмов.
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PROTEIN AND AMINO ACID FLUORESCENCE ANALYSIS AS A METHOD 

FOR EVALUATING BACTERICIDAL EFFECTIVENESS

I. M. Piskarev*

Skobeltsyn Research Institute of Nuclear Physics, Moscow State University, Moscow, Russia

*E-mail: piskarev@gmail.com

The degradation of albumin and its constituent amino acids tryptophan, tyrosine, and phenylalanine under 
the influence of corona discharge cold plasma, pulsed radiation of hot plasma, and 253.7-nm UV light from 
a mercury lamp has been studied. The concentration of products before and after treatment was determined 
by measuring the fluorescence yield. The reaction mechanisms leading to protein degradation are oxidation, 
nitration, and reduction of disulfide bonds. The degree of protein and amino acid degradation is compared with 
the effect of hydrogen peroxide. The possibility of assessing the bactericidal effectiveness based on fluorescence 
yield is discussed. 

Keywords: f luorescence, albumin, amino acids, ROS, RNS 
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