
Введение
В настоящее время одним из ведущих направлений науки яв-

ляется использование природных метаболитов в  качестве ис-
ходных соединений для создания инновационных биологиче-
ски активных агентов. Поиск новых потенциальных источников 
антибиотиков привлекает всё большее внимание в  свете мно-
жественного роста резистентности микроорганизмов к  суще-
ствующим препаратам [1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8]. В  данном контек-
сте лишайники являются перспективным сырьевым ресурсом, 
так как содержат уникальную для данной группы организмов ус-
ниновую кислоту, выступающую в качестве антибиотика, анти-
микотика, фитотоксина и  УФ-фильтра [2]. В  настоящее время 
лишайники используют в качестве природных пигментов, в пар-
фюмерии, в декоративном украшении, а также в пищевых и ме-
дицинских целях [8].

Усниновая кислота является наиболее распространённым 
вторичным метаболитом микобионта лишайника, она существу-
ет в  форме двух энантиомеров, различающихся ориентацией 
метильной группы в положении 9b (рисунок 1) [3]. Обе формы 
усниновой кислоты обладают высокой эффективностью против 
грамположительных штаммов, независимо от их фенотипа. Осо-
бое значение имеет ингибирование роста мультирезистентных 
штаммов стрептококков, энтерококков, стафилококков и мико-
бактерий [1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8].

Правовращающий энантиомер (+)-усниновой кислоты, селек-
тивен в  отношении Streptococcus mutans, приводящих к  воз-
никновению кариеса, не вызывая побочных эффектов на флору 
сапрофитов полости рта. Левовращающий энантиомер (–)-усни-
новой кислоты является селективным природным гербицидом 
из-за его блокирующего действия против ключевых ферментов 
растений [1].

Показано существование химически опосредованного воз-
действия лишайников на ранний рост сосны обыкновенной, 
а также их влияние на доступность питательных веществ в поч-
ве, что является ключевым механизмом, с  помощью которого 
лишайники могут способствовать самовосстановлению откры-
тых лесных массивов в бореальных лесах с закрытой кроной [9].

Основной проблемой использования усниновой кислоты яв-
ляется сложность культивирования лишайников. Особенно ве-
лико её содержание в  таких родах лишайников, как Alectoria, 
Cladonia, Evernia, Lecanora, Ramalina, и Usnea [10]. Так же сюда 
можно добавить и различное содержание кислоты в зависимо-
сти от вида и возраста организма. Следует особо отметить не-
большой выход готового продукта после экстракции [1]. В связи 
с этим особую важность приобретает оптимизация количествен-
ного определения усниновой кислоты в экстрактах лишайников 
для определения подходящих условий культивирования и  об-
работки сырьевого материала. В рамках решения данной зада-
чи была разработана и оптимизирована методика количествен-
ного определения усниновой кислоты в экстрактах лишайников 
методом ВЭЖХ. Исследована энергия прорастания семян гороха 
в растворе (+)-усниновой кислоты для определения активирую-
щего воздействия на развитие растения.
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Растительным объектом для исследований был выбран гено-
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Аннотация
Предложена оптимизированная методика количественного опреде-

ления усниновой кислоты в экстрактах лишайника (Cladonia rangiferina) 
с  использованием обращённо-фазовой высокоэффективной жидкост-
ной хроматографии. На примере гороха (Pisum Sativum L.) рассмотрено 
влияние усниновой кислоты и  гуминовой суспензии на скорость про-
растания семян.
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An optimized method for the quantitative determination of usnic acid 

in extracts of lichen (Cladonia rangiferina) using reversed-phase high-per-
formance liquid chromatography is proposed. Using peas (Pisum Sativum 
L.) as an example, the influence of usnic acid and humic suspension on the 
rate of seed germination is considered.
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Перед постановкой опыта для поверхностной элиминации 
все семена гороха были обработаны концентрированной сер-
ной кислотой (Н2SO4) в течение 10 мин и затем тщательно про-
мыты дистиллированной водой. Стерилизованные таким обра-
зом семена по 15 штук разложены на обеззоленные влажные 
фильтры, помещённые в стерильные пластиковые чашки Петри 
с системой аэрации. После этого в чашки доливали 20 мл 1 % 
гуминовой суспензии (ГС) или 1 % усниновую кислоту, закрыва-
ли крышками и оставляли на свету при комнатной температу-
ре (22–24 °C). Контролем служили чашки с дистиллированной 
водой. На каждый из вариантов приходилось по 3 повторности 
(45 семян). Общая продолжительность эксперимента составила 
5 суток.

Обработку полученных данных производили с помощью ста-
тистической системы PAST (версия 3.25) для Windows.

Результаты и обсуждения
Для количественного определения была построена градуи-

ровочная зависимость с  концентрациями усниновой кислоты 
5, 25, 50 и 100 мкг/мл (рисунок 3). Все четыре точки градуи-
ровочной зависимости соответствуют уравнению линейной ре-
грессии с параметрами: a = 0.7423 ± 0.008, b = 0, R = 0.9926, 

S0 = 0.019. Дальнейшая идентификация вещества в пробе про-
водилась согласно времени удерживания стандарта кислоты 
(tR = 5.4 мин).

Анализируемая проба, предположительно, содержащая целе-
вое соединение, представляла собой смесь, полученную много-
кратной экстракцией из предварительно высушенной и измель-
чённой Cladonia rangiferina в  CHCl3. Перед непосредственным 
проведением анализа экстракт дополнительно отфильтровали. 
Условия анализа были идентичны использованным при анализе 
градуировочных растворов. Полученная хроматограмма пред-
ставлена на рисунке 4. Таким образом, предложенная методи-
ка обеспечивает достаточное разделение компонентов экстрак-
та для идентификации сигнала аналита и позволяет проводить 
количественное определение усниновой кислоты в  экстрактах 
лишайников.

Далее исследовали прорастание семян гороха, обработанного 
усниновой кислотой и гуминовой суспензией после стерилизации 
их серной кислотой. Используемые в работе гуминовые соедине-
ния обладают высокой физиологической активностью, заключаю-
щейся в широком спектре стимулирующих процессов в организ-
ме растений на всех этапах — прорастание семян, образования 
корневой системы, рост и развитие растения. К достоинствам гу-
матов можно отнести отсутствие канцерогенности, токсичности 
и мутагенных действий.

У всех семян гороха, выращенных на усниновой кислоте, про-
исходило ингибирование роста корней, в отличие от контроля 
и гуминовой суспензии. Эффект проявился уже на точке роста — 
через двое суток (рисунок 5).

Проращивание семян на среде с  гуминовыми веществами 
и  контролем показали незначительную прибавку по энергии 
прорастания, но равноценно увеличили общую длину корней, 
в сравнении с действием усниновой кислоты (таблица 1).

На основе полученных данных можно сделать вывод, что ус-
ниновая кислота по отношению к семенам гороха проявляет се-
бя больше как гербицид.

Начатое исследование будет продолжено на более широком 
количестве тест-культур разных видов и в более продолжитель-
ном периоде исследования с совместным использованием ми-
кробиологических препаратов, для выявления особенностей 
откликов и оптимизации условий проведения испытаний с ус-
ниновой кислотой.
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симость с концентрациями усниновой кислоты 5, 25, 50 и 100 мкг/мл (рисунок 
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времени удерживания стандарта кислоты (tR = 5.4 мин). 

 
Рисунок 3. Градуировочная зависимость для усниновой кислоты 

 
Анализируемая проба, предположительно, содержащая целевое соедине-

ние, представляла собой смесь, полученную многократной экстракцией из 
предварительно высушенной и измельчённой Cladonia rangiferina в CHCl3. Пе-
ред непосредственным проведением анализа экстракт дополнительно отфиль-
тровали. Условия анализа были идентичны использованным при анализе граду-
ировочных растворов. Полученная хроматограмма представлена на рисунке 4. 
Таким образом, предложенная методика обеспечивает достаточное разделение 
компонентов экстракта для идентификации сигнала аналита и позволяет прово-
дить количественное определение усниновой кислоты в экстрактах лишайни-
ков. 

 

 
Рисунок 4. Хроматограмма анализируемой пробы усниновой кислоты 

Усниновая 
кислота 

ВСЁ О МЯСЕ № 5S | 2020

146



Рисунок 5. Развитие корней семян гороха на вторые сутки роста 
(а – контроль; b — 1 % гуминовая суспензия; c — 1 % усниновая кислота)

 
Далее исследовали прорастание семян гороха, обработанного усниновой 

кислотой и гуминовой суспензией после стерилизации их серной кислотой. Ис-
пользуемые в работе гуминовые соединения обладают высокой физиологиче-
ской активностью, заключающейся в широком спектре стимулирующих про-
цессов в организме растений на всех этапах – прорастание семян, образования 
корневой системы, рост и развитие растения. К достоинствам гуматов можно 
отнести отсутствие канцерогенности, токсичности и мутагенных действий. 

У всех семян гороха, выращенных на усниновой кислоте, происходило 
ингибирование роста корней, в отличие от контроля и гуминовой суспензии. 
Эффект проявился уже на точке роста – через двое суток (рисунок 5). 
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Проращивание семян на среде с гуминовыми веществами и контролем 

показали незначительную прибавку по энергии прорастания, но равноценно 
увеличили общую длину корней, в сравнении с действием усниновой кислоты 
(таблица 1). 
 

Таблица 1  
Влияние различных питательных сред на прорастание семян (5 сутки) 

Вариант/ 
Культура 

Контроль 1 % гуминовая сус-
пензия 

1 % усниновая кисло-
та 

Энергия 
прорастания, 

% 

Длина 
корня, 

см 

Энергия 
прорастания, 

% 

Длина 
корня, 

см 

Энергия 
прорастания, 

% 

Длина 
корня, 

см 
Pisum sativum 

L. 67 1.5 67 2.1 0 0 

 
На основе полученных данных можно сделать вывод, что усниновая кис-

лота по отношению к семенам гороха проявляет себя больше как гербицид. 
Начатое исследование будет продолжено на более широком количестве 

тест-культур разных видов и в более продолжительном периоде исследования с 
совместным использованием микробиологических препаратов, для выявления 
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Таблица 1
Влияние различных питательных сред на прорастание семян (5 сутки)

Вариант / Культура
Контроль 1 % гуминовая суспензия 1 % усниновая кислота

Энергия прорастания, 
%

Длина корня, 
см

Энергия прорастания, 
%

Длина корня, 
см

Энергия прорастания, 
%

Длина корня, 
см

Pisum sativum L. 67 1.5 67 2.1 0 0
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