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Поиск методов, демонстрирующих сохранение структуры β-глюканов после их выделения, является актуаль-
ной практической задачей. Цель исследования — оценка характеристик β-глюканов из плодовых тел Pleurotus 
ostreatus и мицелия Phallus impudicus с использованием ИК-спектроскопии. В ходе работы были получены образцы, 
содержащие растворимые и нерастворимые фракции β-глюканов. Содержание β-глюканов в образцах определяли 
с помощью ферментативного метода. Наличие α- и β-гликозидных связей устанавливали с помощью метода 
ИК-спектроскопии. Было показано, что метод ИК-спектроскопии является перспективным инструментом 
структурного анализа полисахаридов, благодаря возможности регистрации гликозидных связей α- и β- глюка-
нов. Этот метод может быть рекомендован для идентификации и стандартизации грибных полисахаридов, 
полученных из мицелия и плодовых тел базидиальных грибов.
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The search for methods demonstrating the preservation of the structure of β-glucans after their isolation is an urgent 
practical problem. The aim of the study was to evaluate the characteristics of β-glucans from the fruit bodies of Pleurotus 
ostreatus and the mycelium Phallus impudicus using IR spectroscopy. During the research, samples containing soluble and 
insoluble fractions of β-glucans were obtained. The content of β-glucans in the samples was determined using an enzymatic 
method. The presence of α- and β-glycosidic bonds was determined using IR spectroscopy. It has been shown that the IR 
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spectroscopy method is a promising tool for the structural analysis of polysaccharides, due to the possibility of recording 
the glycosidic bonds of α- and β-glucans. This method can be recommended for the identification and standardization of 
fungal polysaccharides obtained from the mycelium and fruiting bodies of basidiomycetes.
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Введение
Базидиальные грибы являются уникальным источ-

ником получения биологически активных веществ, ис-
пользуемых в медицине, ветеринарии, косметологии 
и других областях [1, 2]. Наибольшим фармакологическим 
потенциалом обладают полисахариды клеточных стенок 
высших грибов, состоящих из молекул D-глюкозы, свя-
занных в полимерную последовательность β-связями 
в положении 1–3, с боковыми ответвлениями в позиции 
1–6. Эти биополимеры по своим характеристикам отно-
сят к «патоген-ассоциированным паттернам», активиру-
ющим врожденный иммунитет через взаимодействие 
с рядом специфических рецепторов, прежде всего, с лек-
тиновым рецептором С типа — Дектином–1 [3, 4]. Взаи-
модействие этих рецепторов с β-глюканами приводит 
к развитию противовоспалительных, антиоксидантных, 
противоопухолевых и других эффектов, связанных с нор-
мализацией липидного, углеводного обмена и микробио-
ты кишечника. Поэтому широкий спектр биологических 
эффектов, вызываемых этими природными биополиме-
рами, позволяет рассматривать их в качестве «модифи-
каторов биологических реакций», имеющих большой 
потенциал для создания лекарственных средств, продук-
тов функционального питания, нутрицевтиков и пара-
фармацевтиков.

Биологическая активность β-глюканов определяет-
ся рядом факторов: строением и размером полисахарид-
ной цепочки, наличием и количеством ответвлений от ос-
новной цепи, третичной структурой молекулы, ее весом 
и зарядом, растворимостью и т. д. [5, 6]. Технологии вы-
деления β-глюкана из плодовых тел или мицелия также 
оказывают влияние на сохранение его структуры и на его 
биологическую активность [7, 8].

Известны технологии получения β-глюкана из пло-
довых тел или мицелия грибов с помощью водного, кис-
лотного или щелочного гидролиза, растворителей (ме-
танол, этанол, диметилсульфоксид), ультразвука, микро-
волнового излучения, радиационного облучения, фер-
ментной обработки, субкритической водной экстракции, 
импульсной экстракции в электрическом поле и т. д. [9]. 
Эти технологии позволяют выделять растворимые и не-
растворимые фракции β-глюкана, но в процессе их экс-
тракции не всегда происходит сохранение структуры 
биополимера, что затрудняет характеристику таких суб-
станций и оценку их биологических свойств.

Риски потери биологической активности при мно-
гообразии способов получения β-глюканов обуславли-
вают поиск надежных методов определения их структур-
ных характеристик, связанных с их биологической ак-
тивностью. Широко используемый ферментативный 
метод позволяет оценить общее содержание β-глюкана 
в конечной субстанции, но не информативен в отноше-
нии присутствия в ней гликозидных связей в позициях 
1–3 и 1–6. Одним из возможных методов определения 
гликозидных связей в положениях 1–3 и 1–6 является 
метод ИК-спектроскопии.

Целью исследования является оценка характеристик 
β-глюканов из плодовых тел Pleurotus ostreatus и мицелия 
Phallus impudicus с использованием ИК-спектроскопии.

Материалы и методы

Выделение β-глюкана  
из плодовых тел Pleurotus ostreatus.

Плодовые тела гриба Pleurotus ostreatus сушили 
при температуре 70,0 °C в течение 18 ч. Далее, высушен-
ные плодовые тела измельчали на шаровой мельнице 
до получения частиц порошка 40–60 мкм. Полученный 
грибной порошок обрабатывали 80,0 % спиртовым рас-
твором при температуре 75,0 °C в течение 3 ч. После 
удаления спиртового раствора с помощью фильтрации 
получали нерастворимую фракцию β-глюкана (образец 
1), которую высушивали при температуре 45,0 °C до со-
стояния порошка с влажностью не более 6,0 %.

Для получения растворимой фракции β-глюкана об-
разец № 1 подвергали водной экстракции при температу-
ре 100,0 °C в течение 3 ч. Затем из раствора с помощью 
нетканого фильтра с диаметром пор 5,0 мкм удаляли не-
растворимые частицы образца № 1. Полученный фильтрат 
смешивали с 96о этанолом в соотношении 1:5 и выдержи-
вали в течение 24 ч при температуре + 4,0 °C. Полученный 
осадок фильтровали и высушивали при температуре 
45,0 °C. Далее, сухой осадок измельчали на шаровой мель-
нице до размера частиц 40–60 мкм, который представлял 
растворимую в воде фракцию β-глюкана (образец 2).

Выделение β-глюкана  
из мицелия Phallus impudicus.

В качестве продуцента мицелия использовали чи-
стую культуру гриба базидиомицета Phallus impudicus 
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(Phallus impudicus Linnaeus, 1753: Persoon, 1801) из кол-
лекции культур микроорганизмов Ботанического инсти-
тута им. В. Л. Комарова РАН, Санкт-Петербург. Мицелий 
гриба получали по оптимизированной нами технологии 
глубинного культивирования [10]. Полученный мицелий 
отделяли от культуральной жидкости (КЖ) фильтраци-
ей через синтетический фильтр с диаметром пор 1,0 мкм 
и смешивали с дистиллированной водой в соотношении 
1:5. Далее, для разрушения клеточных стенок взвесь ми-
целия в дистиллированной воде помещали в проточный 
гидродинамический дисковый диспергатор-кавитатор 
(D–160, Китай). Диаметр дисков диспергатора-кавитато-
ра составлял 160 мм, расстояние между дисками — 
0,5 мм, скорость вращения — 3500 об/мин, время физи-
ческой обработки смеси — 5 мин.

Для гидратации β-глюкана, диспергированную 
взвесь мицелия в воде подвергали термической обработ-
ке при температуре 85,0 °C в течение 2 ч, затем взвесь 
охлаждали до температуры 21,0 °C и лиофильно высу-
шивали. Параметры лиофилизации составляли: темпе-
ратура замораживания –55,0 °C; время замораживания 
24 ч; температура испарения 25,0 °C; время испарения 
24 ч. Лиофильно высушенный продукт представлял со-
бой пористый порошок светло-коричневого цвета. 
Для стандартизации порошка по размеру частиц исполь-
зовали сито с диаметром отверстий 100 мкм (образец 3).

Ферментный метод определения β-глюкана.
Определение β-глюканов образцах 1, 2 и 3 проводи-

ли с помощью стандартного набора реактивов 
«β-GlucanAssayKit (Yeast)» фирмы Megazyme (USA) в со-
ответствии с инструкцией [11]. Метод основан на опре-
делении количества глюкозы, образовавшейся в резуль-
тате ферментативного и кислотного гидролиза исследу-
емых образцов.

Применение этого метода рекомендовано ГОСТ Р 
57513–2017 (Национальный стандарт Российской Феде-
рации. Пищевая продукция, специализированная).

Метод ИК-спектроскопии.
Спектры образцов 1, 2 и 3 определяли на ИК-Фурье 

спектрометре «Vertex 70» фирмы «Bruker» при разреше-
нии 4 см–1, число сканов 60. Спектры образцов регистри-
ровали в режиме поглощения. Образцы готовили методом 
прессования таблеток с KBr, используя навески массой 
3,0 мг и 750,0 мг KBr.

Результаты исследования
В табл. 1 представлены результаты определения со-

держания β-глюкана в образцах 1, 2 и 3 с помощью фер-
ментного метода. Установлено, что в образцах 1 и 3 со-

держание β-глюкана (масс%) имеет сходные значения: 
28,27 и 28,00, соответственно. В образце 2 содержание 
β-глюкана (масс%) имеет меньшее значение (23,69), от-
носительно образцов 1 и 3.

На рис. 1 представлена общая область ИК спектров 
исследуемых образцов. Анализ ИК-спектрограмм пока-
зывает, что нерастворимые и растворимые фракции, по-
лученные из плодовых тел Pleurotus ostreatus (образцы 
1, 2) и мицелия Phallus impudicus (образец 3), содержат 
как полисахариды, так и высокомолекулярные фракции 
белков. В спектрах всех образцов имеются полосы по-
глощения: в интервале 3600–3000 см–1, относящиеся 
к группам О-Н и N-H; полосы в области 2980–2800 см–1, 
относящиеся к колебаниям С-Н групп. Полосы вблизи 
1700–1650 см–1 (amid I), 1570–1500 см–1 (amid II) и 1320 см–1 
(amid III), в совокупности, свидетельствуют о наличии 
в образцах амидов [12, 13]. В области 1200–900 см–1 име-
ются полосы, характерные для полисахаридов. Ранее 
было показано, что наиболее характерные полосы погло-
щения для β-глюканов находятся в областях: 1060 см–1, 
1030 см–1 и 890 см–1 [14, 15].

На рис. 2 представлен участок ИК спектра в интер-
вале от 1200 см–1 до 800 см–1. На ИК спектре видны по-
лосы поглощения, характерные для гликозидного цикла 
от 1100 см–1 до 1000 см–1, наблюдаемые во всех полиса-
харидах. Согласно литературным данным, полоса погло-
щения 890 см–1 соответствует β–1–3 связи β-гликозидной 
группы. Кроме того, во всех образцах (1, 2, 3) заметны 
полосы поглощения 930 см–1 и 914 см–1, которые согласно 
литературным данным относятся к α-глюканам и β–1–6 
разветвлениям, соответственно [16].

Обсуждение результатов
Использованные в исследовании методы выделения 

нерастворимых и растворимых фракций β-глюканов 
из плодовых тел грибов и нерастворимой фракции β-глю-
канов из мицелия позволили получить биополимеры 
и представить их характеристики с помощью фермент-
ного метода и ИК-спектроскопии.

При сравнении растворимой фракции (образец 2) 
и нерастворимых фракций (образцы 1 и 3) показано не-
значимое снижение количества β-глюканов (~4,0 масс%), 
измеренное с помощью ферментативного метода. По-ви-
димому, это связано с дополнительной технологической 
стадией получения растворимой фракции биополимера 
путем его водной экстракции и последующей обработки 
этанолом. Однако снижение количества β-глюкана 
(масс%) в образце 2 не является критичным для реали-
зации биологической активности этого биополимера. 
Полученные близкие значения количества β-глюкана 
(масс%) в образцах 1 и 3 демонстрируют, что использу-

Таблица 1
Содержание β-глюканов в исследуемых образцах

Table 1
Content of β-glucans in the tested samples

Номер образца Источник получения Содержание β-глюкана в образце, масс%

Образец 1 (нерастворимая фракция) Плодовые тела Pleurotus ostreatus 28,27
Образец 2 (растворимая фракция) Плодовые тела Pleurotus ostreatus 23,69
Образец 3 (нерастворимая фракция) Мицелий Phallus impudicus 28,00
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емые способы получения β-глюкана, практически, не за-
висят от источника их извлечения — плодового тела 
гриба или его мицелия, а также изученного вида гриба — 
Pleurotus ostreatus или Phallus impudicus.

При анализе ИК спектров нерастворимой фракции 
(образец 1) и водорастворимой фракции (образец 2) об-
наружено, что в образце 2 происходит уменьшение бел-
ковой составляющей и увеличение полисахаридной. 
В водорастворимой фракции заметно незначительное 
уменьшение интенсивностей полос поглощения 930 см–1 
и 914 см–1, что свидетельствует о снижении количества 
α-глюканов и β–1–6 разветвлений глюканов, а также не-
которое снижение количества β–1–3 разветвлений глю-
канов, что согласуется с данным ферментного анализа. 
При сравнении образцов 1 и 3 в области полос поглоще-
ния 930 см–1, 914 см–1 и 890 см–1имеют сходные профили 
поглощения, которые демонстрируют наличие α-глюка-
нов, β–1–6 и β–1–3 разветвлений глюканов, соответствен-
но. Возможно, что сходные профили поглощения ИК-спек-
тров в образцах 1 и 3 связаны с приготовлением точных 
навесок этих образцов для анализа, что также совпадает 
с результатом ферментного способа определения β-глю-
кана.

Применение ИК-спектроскопии позволяет опреде-
лить содержание и структуру β-глюканов, в том числе, 
в неочищенных высокомолекулярных фракциях, выде-
ленных как из плодовых тел грибов, так и из мицелия. 
Кроме того, ИК-спектроскопия показывает гликозидные 
связи в глюканах, наличие которых свидетельствует о со-
хранении их структуры. ИК-спектроскопия может быть 
рекомендована для количественного определения β-глю-
канов при условии использования калибровочной кривой, 
построенной с использованием не менее 5–6 образцов 
с разным содержанием (масс%) этого биополимера в ин-
тересующем интервале концентрации.

Выводы
По результатам проведенного исследования, можно 

сделать следующие выводы.
1. Метод ИК-спектроскопии является перспективным 

инструментом структурного анализа полисахаридов, 
благодаря возможности регистрации гликозидных свя-
зей, альфа и β-глюканов.

2. Метод ИК-спектроскопии может быть рекомен-
дован для идентификации и стандартизации грибных 
полисахаридов, полученных из мицелия и плодовых тел.

3. Использованные в работе методы получения 
β-глюканов сохраняют их структуру.
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