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ВВЕДЕНИЕ

Проблема ранней диагностики развития 
грибной и бактериальной инфекции в древеси-
не лесных насаждений с помощью современных 
инструментальных аналитических методов ак-
туальна как в экологическом аспекте (монито-
ринг состояния лесных экосистем), так и при 
определении направлений рационального лесо-
пользования. 

Важность ранней диагностики болезней де-
ревьев, в частности грибных инфекций, в лес-
ных экосистемах обусловлена необходимостью 
принятия своевременных решений по фитоса-
нитарным и лесохозяйственным мероприятиям 
для недопущения широкой деградации лесных 
экосистем, а также для определения наиболее 
приемлемого использования пораженной древе-
сины при ее заготовке.
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Исследовалось изменение физико-химических показателей древесины сосны обыкновенной (Pinus 
sylvestris L.) на ранней стадии развития в ней грибной инфекции с помощью методов ИК-Фурье спектроско-
пии и сканирующей электронной микроскопии (СЭМ). Анализ СЭМ-изображений локально поврежденной 
древесины показал наличие гифов как в межклеточном пространстве, так и люменах единичных трахеид. 
Из сравнения результатов анализов поврежденной и здоровой древесины установлен ряд параметров ИК-
спектров – изменение отношений интенсивности поглощения на характеристических частотах (волновых 
числах, см–1) для полимеров древесинного вещества (гемицеллюлоз, целлюлозы, лигнина) и грибов (хитина 
и глюканов) I1512/898, I1512/1157, I1512/894, I1647/1551, I1695/1533, I1620/1564, позволяющий идентифицировать наличие и сте-
пень воздействия грибной инфекции на древесину. Представлен новый вариант оценки изменений в стро-
ении древесинного вещества, заключающийся в сравнительном анализе вторых производных ИК-спектров 
поглощения здоровой и поврежденной древесины. Способ существенно улучшает визуализацию изменений 
по спектрам и позволяет с большей точностью определять «адреса» воздействия грибной инфекции на дре-
весинное вещество по интенсивности и частоте полос поглощения. Кроме того, может быть использован для 
мониторинга появления азотсодержащих соединений в результате присутствия грибов. Реализованные мето-
дические приемы указывают на возможность использования в работе радиальных кернов с целью проведения 
их сопряженного анализа, «привязывая» результаты ИК-Фурье спектроскопии к параметрам годичных колец 
и в целом к хронологиям, а также соотнося их с морфолого-анатомическим строением годичного кольца и от-
дельных трахеид по данным сканирующей электронной микроскопии. Предложенный подход к диагностике 
повреждения древесины на ранней стадии развития грибной инфекции признан эффективным, экспрессным 
и не требующим сложной пробоподготовки. 

Ключевые слова: древесина сосны обыкновенной (Pinus sylvestris L.), ранняя стадия поражения грибами, 
ИК-Фурье спектроскопия, сканирующая электронная микроскопия.
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Одним из основных требований рынка по-
требления древесины является ее качество, 
успешность контроля которого напрямую связа-
на с экономической выгодой от реализации это-
го ценнейшего природного материала. 

Анализ литературы показал, что для изуче-
ния биодеградации древесины под действием 
микроскопических грибов и бактерий исполь-
зуются методы термогравиметрии (ТГ/ДТГ) 
(Reh et al., 1986; Genestar, Pons, 2008; Popescu 
et al., 2010), ИК-Фурье спектроскопии (ИКФС) 
(Pandey, 1999; Popescu et al., 2007), сканирую-
щей электронной микроскопии (СЭМ) (Popescu 
et al., 2011) и пиролитической хроматомасс-
спектрометрии (Vane, 2003; Karami et al., 2013), 
причем, как правило, исследуется древесина на 
поздних стадиях развития инфекции. 

В ряде работ по ИК-Фурье спектроскопии 
древесины, подверженной биодеструкции ми-
кроскопическими грибами, предложены мето-
ды анализа ИК-спектров, позволяющие опре-
делить «адреса» и степень воздействия грибов 
на древесинное вещество. Суть этих методов 
заключается в сравнении отношений интенсив-
ности характеристических спектральных по-
лос поглощения в ИК-диапазоне основными 
компонентами полимерного комплекса древе-
сины (гемицеллюлозами, целлюлозой и лигни-
ном) – здоровой и поврежденной (Karim et al., 
2017; Sunardi et al., 2018; Gallio et al., 2018). Так, 
E. Gallio c соавт. (2018) с помощью ИКФС оце-
нено соотношение лигнин/углеводы в древесине 
эвкалипта (Eucalyptus dunnii Maidan) и сосны 
Эллиота (Pinus elliottii Engelm.) после 16-не-
дельного испытания на разложение древесины 
возбудителем белой гнили трутовиком плоским 
(Ganoderma applanatum (Pers.) Pat.). Авторами 
установлено, что гриб не отдавал предпочтения 
конкретному компоненту клеточной стенки: на-
блюдалось одновременное ухудшение качества 
целлюлозы, гемицеллюлоз и лигнина. 

C.-M. Popescu с соавт. (2010) выявлены изме-
нения в структуре древесинного вещества липы 
(Tilia L.) под действием триходермы зеленой 
(Trichoderma viride Pers.), установленные с по-
мощью ИКФС после 84-дневного воздействия 
гриба. Оценены уменьшение интенсивностей ха-
рактеристических полос для целлюлозы и геми-
целлюлоз и увеличение интенсивностей полос, 
отнесенных к колебаниям связи С–О, из-за обра-
зования окисленных структур. Установлено, что 
при продолжительной деградации древесины 
образуются олигомеры, окисленные структуры 
и мелкие фрагменты (результат деструкции по-

лисахаридов), содержащие карбоксильные или 
карбонильные группы, что приводило к потере 
структурной целостности древесины липы.

Аналогичное исследование представлено 
в работе S. Sunardi с соавт. (2018) о биодегра-
дации древесины ели аянской (Picea jezoensis 
(Siebold & Zucc.) Carrière) под действием ино-
кулированного гриба белой гнили сосновой губ-
ки (Porodaedalea pini (Brot.) Murrill) в течение 
24 сут. Изменения в соотношении масс лигнин/
углеводы оценивалось по изменению величин 
I1512/1735, I1512/1373, I1512/894 (см. выше). Показано, 
что биодеградация древесины под действием 
сосновой губки не является селективной: фер-
ментативной деструкции подвергаются одно-
временно целлюлоза (аморфная и кристалличе-
ская часть) и лигнин.

Анализ литературы по теме нашей статьи 
свидетельствует об использовании метода 
ИКФС для определения структурных изменений 
в древесинном веществе после его обширной 
колонизации грибами- биодекструкторами. Не 
менее важной является проблема ранней диаг
ностики заселения древесины грибами (напри-
мер, при локальном появлении синевы) и поиска 
«физико-химических маркеров» начала грибной 
биодеструкции. 

В связи с этим целью исследования было 
определение показателей (индикаторов) измене-
ний в древесинном веществе на ранней стадии 
развития грибной инфекции по данным ИК-
Фурье спектроскопии и сканирующей электрон-
ной микроскопии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЙ

Образцы древесины были заготовлены во 
время проведения санитарных рубок в насаж-
дениях сосны обыкновенной (Pinus sylvestris 
L.), приуроченных к Опытному хозяйству «По-
горельский бор» ИЛ СО РАН (зона лесостепи 
Красноярского края, насаждения II–III классов 
возраста). Образцы (диски толщиной 2–3 см) 
были выпилены из нижней части ствола сразу 
после валки деревьев. Осмотр спилов выявил 
локальные небольшие зоны темно-серой окра-
ски в заболонной части дисков, характерной для 
порока синевы древесины и свидетельствую-
щие о начальной стадии ее колонизации гриба-
ми (рис. 1). На этом этапе исследований были 
сформированы две группы образцов – здоровой 
древесины (ЗД) и поврежденной (ПД) для СЭМ 
и ИКФС (рис. 1).
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После заготовки спилы подсушивали до воз-
душно-сухого состояния (~10–12 %). 

Для исследования структуры и степени 
повреждения древесины с помощью СЭМ ис-
пользовали часть заболони (бруски размером 
2 × 2 × 1 см). Образцы выдерживали в течение 
часа в дистиллированной воде до необходимой 
твердости, которая позволяет получить каче-
ственные, не замятые срезы на микротоме. Сре-
зы толщиной 50–60 мкм изготавливали на сан-
ном электронном микротоме MSE, помещали на 
двухсторонний проводящий углеродный скотч и 
высушивали в сушильном шкафу с вентиляци-
ей при температуре 60 °С в течение 1.5 ч. Затем 
переносили образец на «столик» электронного 
сканирующего микроскопа ТМ-1000 (Hitachi, 
Япония). Используемое увеличение – от × 50 
до × 4000.

Для ИКФС были подготовлены образцы ЗД 
и ПД с помощью мелкозубчатой пилки (фракция 
опилок 0.1–0.3 мм). ИК-Фурье спектроскопию 
проводили с помощью спектрометра Vertex  80 
(Bruker, Германия) в диапазоне 4000–400 см–1: 
спектральное разрешение показаний не более 
2 см–1, пределы допускаемой основной абсолют-
ной погрешности измерений по шкале волновых 
чисел ± 0.5 см–1, при регистрации спектров по-
глощения время накопления 5 с, максимальная 
скорость сканирования 200 мм/с. Для снятия 
спектров использовали тонкие таблетки броми-
да калия с запрессованными в них образцами 
древесины (опилками): 1–2 мг древесины расти-
рали в ступке с ~100 мг KBr, измельченный ма-
териал помещали в пресс-форму, эвакуировали 
воздух, прессовали при 75 кН×см–2. Обработку 
спектров осуществляли с помощью пакета про-
грамм OPUS.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

На этапе исследований древесины с помо-
щью сканирующей электронной микроскопии в 
межклеточном пространстве и в полостях тра-
хеид ПД были обнаружены гифы грибов, кото-
рые проникли в трахеиды через поры. При этом 
деградации клеточной стенки не отмечено, что 
свидетельствует о начальной стадии колониза-
ции древесины грибами (рис. 2). В задачи насто-
ящего исследования не входила идентификация 
вида грибов.

На рис. 3 представлены ИК-спектры здоро-
вой и поврежденной древесины в диапазоне «от-
печатков пальцев» (а) и рассчитанные по ним 
вторые производные (б) (Popescu et al., 2010). 
Полосы 1506, 1512 см–1 являются характери-
стическими для лигнина (скелетные колебания 
ароматического кольца), а полосы 1157 и 894– 
898 см–1 – характеристические для углеводного 
комплекса (С–О–С – асимметричное растяжение 
связей в целлюлозе I, II и деформационные ко-
лебания С–Н связи в глюкозном кольце гемицел-
люлоз, целлюлозы и пектина соответственно) 
(Nelson et al., 1964; Rodriges et al., 1998; Sunardi 
et al., 2018).

Полосы поглощения 1640-1660 см–1 отвеча-
ют растяжению связи С=О («Амид I»; (Bekiaris 
et al., 2020)); 1520-1560 см–1 – деформацион-
ным колебаниям связи N-H («Амид II») хитина 
и колебательным переходам в пептидном осто-
ве белков (Тарасевич, 2012; Kalnin et al., 1990; 
Venyaminov et al., 1990а, б; Šandula et al., 1999; 
Kumirska et. al., 2010).

В диапазоне 2280–2380 см–1 спектра по-
врежденной древесины наблюдается сложная 
полоса поглощения небольшой интенсивности, 
являющаяся, по-видимому, результатом супер-
позиции полос поглощения аминов и углекис-
лого газа (рис. 3, а). Согласно данным Б. Н. Та-
расевича (2012), широкая полоса в диапазонах 
2700–2250  см–1 и 2500–2300 см–1, иногда про-
являющаяся в виде группы полос, характер-
на для солей аминов, которые в данном случае 
могут появляться в древесине в результате жиз-
недеятельности микроскопических грибов. По-
лоса 2400–2300 – характеристическая для СО2 
(ГОСТ…, 1983), поэтому можно предположить, 
что пики поглощения в этом диапазоне спектра 
поврежденной древесины – это суперпозиция 
пиков поглощения, отражающих наличие солей 
аминов и углекислого газа, образовавшегося в 
результате дыхания грибов: при прохождении 
ИК-излучения через анализируемый образец 

Ранняя инструментальная диагностика грибных инфекций в древесине

Рис. 1. Зоны взятия образцов для аналитических 
исследований.
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Рис. 2. СЭМ-изображения заболонной древесины сосны. 
1, 2 – без признаков развития микроскопических грибов; 3, 4 – инфицированная 
грибами (стрелками указаны гифы грибов).

Рис. 3. ИК-спектры здоровой и поврежденной древесины (а) и вторые производные спектров (б). 
А – поглощение; k – волновое число.
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происходит десорбция СО2, что наблюдает-
ся только в спектре поврежденной древесины 
(рис. 3, а).

Предлагаемый нами новый вариант ис-
пользования второй производной ИК-спектра 
(рис. 3, б) – очень наглядный способ быстрого 
определения не только «адреса» воздействия 
грибной инфекции на древесинное вещество (по 
интенсивности и частоте полос поглощения), но 
также мониторинга появления азотсодержащих 
соединений (и/или уменьшения/увеличения их 
массы) в результате присутствия грибов. 

По результатам измерений рассчитаны пока-
затели, отражающие изменение в составе древе-
синного вещества под действием грибной инфек-
ции на ранней стадии ее развития (см. таблицу).

Сравнение отношений интенсивности по-
глощения в спектре здоровой древесины с соот-
ветствующими величинами для поврежденной 
древесины указывает на возрастание массовой 
доли ароматических компонентов в поврежден-
ной древесине (см. таблицу).

Анализ соотношения интенсивностей погло-
щения полос «Амид I» и «Амид II» свидетель-
ствует о заметном росте содержания азотсодер-
жащих веществ и структурных изменениях в 
них, что может быть обусловлено появлением 
грибной (и/или бактериальной) инфекции в дре-
весине.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Представленный нами вариант использова-
ния ИК-Фурье спектроскопии в комплексе со 
сканирующей электронной микроскопией для 
индикации «адресности» воздействия грибной 
(возможно, и бактериальной) инфекции на дре-
весинное вещество – эффективный инструмент 
для анализа изменения химического состава дре-
весины на ранней стадии развития инфекции.

Для проведения аналитического исследова-
ния требуется небольшая масса образца. Это по-
зволяет использовать в работе радиальные керны 
и проводить сопряженный их анализ, «привязы-
вая» результаты ИКФС к параметрам годичных 
колец и в целом к хронологиям, а также соот-
нося их с морфолого-анатомическим строением 
годичного кольца и отдельных трахеид по дан-
ным сканирующей электронной микроскопии.
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Относительное изменение интенсивности характеристических полос поглощения полимерных компонентов 
здоровой и поврежденной древесины
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early instrumental Diagnostics of fungal infections 
in wood

S. R. Loskutov, E. A. Tyutkova, M. A. Plyashechnik, E. A. Petrunina, 
O. A. Shapchenkova, A. A. Aniskina

V. N. Sukachev Institute of Forest, Russian Academy of Sciences, Siberian Branch 
Federal Research Center Krasnoyarsk Scientific Center, Russian Academy of Sciences, Siberian Branch 
Akademgorodok, 50/28, Krasnoyarsk, 660036 Russian Federation
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sholga@ksc.krasn.ru, aniskina_a@ksc.krasn.ru

The changes in the physico-chemical parameters of Scotch pine Pinus sylvestris L. wood were studied at an early 
stage of a fungal infection development in it using the methods of IR-Fourier spectroscopy and scanning electron 
microscopy (SEM). Analysis of SEM-images of locally damaged wood showed the presence of hyphae both in the 
intercellular space and in the lumens of single tracheids. From the comparison of the results of analyses of damaged 
and healthy wood, a number of parameters of the IR spectra were established – a change in the ratio of the absorption 
intensity at characteristic frequencies (wave numbers, cm-1) for polymers of wood substance (hemicellulose, cellulose, 
lignin) and fungi (chitin and glucans) I1512/898, I1512/1157, I1512/894, I1647/1551, I1695/1533, I1620/1564, which allows identifying the 
presence and degree of exposure to fungal infection on wood. A new version of the assessment of changes in the 
structure of the wood substance is presented, which consists in a comparative analysis of the second derivatives of 
the IR absorption spectra of sound and damaged wood. The method significantly improves not only the visualization 
of changes in the spectra, but also allows to more accurately determine the «addresses» of the impact of a fungal 
infection on the wood substance by the intensity and frequency of the absorption bands. In addition, it can be used 
to monitor the appearance of nitrogen-containing compounds because of the presence of fungi. The implemented 
methodological techniques indicate the possibility of using radial cores in the work for the purpose of conducting 
their conjugate analysis, «linking» the results of IR-Fourier spectroscopy to the parameters of the annual rings and, 
in general, to chronologies, as well as correlating them with the morphological and anatomical structure of the 
annual ring and individual tracheids according to scanning electron microscopy data. The proposed approach to the 
diagnosis of wood damage at an early stage of the development of a fungal infection is effective, rapid and does not 
require complex sample preparation.

Keywords: Scotch pine Pinus sylvestris L. wood, early stage of fungal infestation, FTIR spectroscopy, scanning 
electron microscopy.
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