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Аннотация. Проведено сравнительное изучение фунгистатической и элиситорной активности раство-
ров хитозана и дисперсий наночастиц хитозана, полученных методом дробного осаждения при рН 5,0 
(НХ-5) и рН 7,0 (НХ-7) из хитозана с молекулярной массой 60 кДа. Обе дисперсии продемонстри-
ровали более высокую фунгистатическую активность в отношении Bipolaris sorokiniana по сравнению 
с раствором хитозана. Для дисперсии НХ-5 выявлена тенденция к большему эффекту ингибирова-
ния роста мицелия B. sorokiniana по сравнению с дисперсией НХ-7. Установлено, что предварительная 
обработка растений пшеницы дисперсиями НХ-5 и НХ-7 снижала пораженность листьев темно-бурой 
пятнистостью в три и в два раза соответственно по сравнению с контролем. Раствор хитозана в этих 
же условиях подавлял развитие болезни только на 10%. Изученные дисперсии могут рассматриваться в 
качестве основы эффективных натуральных антимикробных препаратов, обладающих индуцирующей 
активностью.
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Abstract. A comparative study of fungistatic and elicitor activity of chitosan solutions and dispersions of chitosan 
nanoparticles obtained by fractional precipitation at pH 5.0 (NC-5) and pH 7.0 (NC-7) from chitosan with a 
molecular weight of 60 kDa was carried out. Both dispersions demonstrated higher fungistatic activity against 
Bipolaris sorokkiniana compared to chitosan solution. A tendency towards a greater effect of inhibition of  
B. sorokiniana mycelium growth was revealed for NC-5 dispersion compared to NC-7 dispersion. It was found 
that pretreatment of wheat plants with NC-5 and NC-7 dispersions reduced leaf infestation with dark brown 
spot by three and two times, respectively, compared to the control. Chitosan solution under the same conditions 
suppressed disease development by only 10%. The studied dispersions can be considered as the basis for effective 
natural antimicrobial drugs with inducing activity.
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Использование традиционного подхода к борь-
бе с болезнями растений, основанного на примене-
нии химических пестицидов, оказывает пагубное 
воздействие на окружающую среду и здоровье че-
ловека. Это обусловливает острую необходимость 
в инновационных и экологически безопасных 
стратегиях контроля болезней растений [1, 15].

Перспективным направлением является со-
здание препаратов (элиситоров), эффективность 
действия которых определяется повышением при-
родной устойчивости растений к фитопатогенам 
[3, 6, 7, 34].

В случае роста устойчивости растений к патоге-
нам будет наблюдаться увеличение их урожайности 
и снижение зависимости от применения синтети-
ческих пестицидов, что в результате минимизирует 
воздействие химических веществ на окружающую 
среду и будет способствовать появлению более 
здоровых экосистем [16].

К настоящему времени многообещающие 
результаты получены при использовании в расте-
ниеводстве биополимера хитозана, обладающего 
широким спектром биологической активности 
(антигрибной, антибактериальной, антивирусной, 
элиситорной). Препараты на его основе применя-
ются в качестве средств, стимулирующих рост и 
развитие растений, а также повышающих устой-
чивость многих сельскохозяйственных культур к 
грибным, вирусным и бактериальным заболевани-
ям [2, 8].

Успешное развитие нанотехнологий не обошло 
вниманием и этот биополимер, на основе которого 
создаются наноматериалы для их широкого ис-
пользования, в том числе и в растениеводстве [20].

Основными отличительными физико-хими-
ческими характеристиками наночастиц хитозана 
(нанохитозан) являются большая площадь по-
верхности, положительный заряд и наноразмер. 
Именно благодаря этим свойствам  препараты с 
нанохитозаном имеют повышенную биологиче-
скую активность и улучшенное взаимодействие 
с растительными тканями. Предполагается, что 
наночастицы хитозана обладают прямой антими-
кробной активностью, индукцируют защитные 
реакции растений и модулируют экспрессию ми-
кробных генов [28].

Анализ использования нанохитозана для соз-
дания препаратов, повышающих устойчивость 
растений к биотическим и абиотическим стрессам, 
проведен в ряде обзорных статей [13, 21, 25, 28].

Несмотря на достаточное количество работ по 
применению нанохитозана в качестве перспек-
тивных средств защиты растений, необходимо 
продолжать исследования с целью уточнения 
механизмов его действия, оценки токсичности для 
растений, а также способов получения собственно 
нанохитозана.

Широко известными способами получения 
наночастиц хитозана являются ионотропное ге-
леобразование [17], метод коалесценции капель 
эмульсии [37], метод обратных мицелл [27], самос-
борка [19] и распылительная сушка [29]. Каждый из 
перечисленных методов имеет свои преимущества 
и недостатки. Нанохитозан может быть получен 
несколькими простыми методами, методом осаж-
дения, ионным гелеобразованием или методом 
полиэлектролитного комплекса [30].

Считается, что наиболее распространенным 
методом получения наночастиц хитозана является 
ионотропное гелеобразование с использованием 
триполифосфата натрия. В статье [33] сделан 
обзор публикаций с 2013 по 2023 гг. по этому ме-
тоду, и в результате авторы пришли к выводу, что 
необходимость использования триполифосфата 
натрия в процессе может неоднозначно влиять на 
биологическую активность и механизм действия 
получаемых наночастиц хитозана. Среди других 
методов авторы особо отметили подход к получе-
нию нанохитозана, при котором частицы содержат 
в своем составе только хитозан, и высказали пред-
положение о потенциальных преимуществах таких 
наночастиц против фитопатогенных грибов [33].

Среди известных способов получения нано-
хитозана метод дробного осаждения раствора хи-
тозана щелочью выгодно отличается отсутствием 
побочных химических процессов и методической 
простотой образования наночастиц хитозана, что 
делает этот способ наиболее перспективным для 
использования в растениеводстве [4, 5].

Цель работы ― провести сравнение  анти-
грибной и иммуномодулирующей активности 
растворов хитозана и дисперсий нанохитозана, 
полученных методом дробного осаждения.

МЕТОДИКА
Для получения наночастиц хитозана (нанохито-

зан) методом дробного осаждения был использован 
хитозан с молекулярной массой 60 кДа и степенью 
деацетилирования 85% (ООО « Биопрогресс», Рос-
сия).

Получение и свойства нанохитозана и соответ-
ствующих дисперсий из него подробно описаны 
авторами в работе [32, 38].

Особенностью метода дробного осаждения 
раствора хитозана щелочью является возможность 
получения суспензий нанохитозана (НХ) при 
разном значении рН в процессе образования его 
наноструктурированной формы, что обусловлено 
постепенным ростом значения рН в системе (на-
чальный рН=3,4) по мере добавления щелочи.

Для проведения биологических испытаний 
использованы два типа дисперсий нанохитозана 
(НХ-5 и НХ-7), полученных при различных зна-
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чениях рН среды, что обусловлено условиями их 
приготовления.

Для экспериментов из «Государственной кол-
лекции микроорганизмов, патогенных для расте-
ний и их вредителей» ВИЗР Центра коллективного 
пользования научным оборудованием «Иннова-
ционные технологии защиты растений» был пре-
доставлен штамм фитопатогенного гриба Bipolaris 
sorokiniana. Оценку антигрибной активности 
образцов хитозана по отношению к B.  sorokiniana 
(возбудители листовых пятнистостей многих сель-
скохозяйственных культур) проводили методом 
агаровых блоков [31].

С этой целью в теплую агаризованную сре-
ду Чапека вносили дисперсии нанохитозана 
определенного объема, рассчитывая конечную 
концентрацию в среде в зависимости от исходной 
концентрации частиц.  После застывания среды на 
поверхности агара помещали блоки 10-суточного 
микромицета B. sorokiniana диаметром 6 мм, кото-
рый предварительно выращивали в чашках Петри 
на агаризованной среде Чапека на светоустановке 
при комнатной температуре. В качестве контроля 
использовали чашки со средой Чапека без испыту-
емых образцов хитозана с блоками тест-культуры. 
Чашки инкубировали в темноте при 25° C. Фун-
гистатическую активность оценивали по диаметру 
подавления роста тест-культуры B. sorokiniana через 
3, 5 и 7 сут культивирования.

Опыты по оценке иммуномодулирующей актив-
ности образцов нанохитозана проводили методом 
отделенных листьев [26].

Растения пшеницы Triticum aestivum L, воспри-
имчивого к болезням сорта Саратовская 29, выра-
щивали в кюветах с водой в течение 7 сут на све-
тоустановке с флуоресцентными лампами ЛДП-40 
при температуре 22–24˚С, фотопериод ― 16 ч. За  
24 ч до инокуляции патогеном семидневные про-
ростки пшеницы (не менее 100 растений на вари-
ант) опрыскивали растворами: дисперсией НХ 7 
и НХ 5, а также  раствором хитозана в ацетатном 
буфере (рН 5,0) из расчета 30 мл на 100 растений. 
Контролем служили растения, обработанные 
водой. На следующий день готовили газоны для 
каждого опытного образца, нарезая и укладывая 
отрезки листьев одинаковой длины плотным сло-
ем в кювете (30×30 см) на стеклянной пластине, 
покрытой фильтровальной бумагой, смоченной 
0,004%-ным водным раствором бензимидазола, 
который способен поддерживать метаболизм в 
отрезках листьев пшеницы на уровне, при котором 
тип реакции к возбудителю соответствует таковому 
интактных растений. Стекло помещали в кювету. 
Концы отрезков укрывали валиками ваты, смочен-
ной этим же раствором бензимидазола. Затем кон-
трольные листья и листья, обработанные хитозаном 
и наночастицами хитозана, опрыскивали 0,5 мл 
суспензии конидий B. sororiniana из пульверизато-

ра. Концентрация спор в суспензии ― 4×104 спор/
мл. Кювету плотно обертывали полиэтиленовой 
пленкой и выдерживали в темноте в течение суток 
для лучшего прорастания спор. Затем ее помещали 
в светоустановку с освещенностью 2500–3000 лк 
при температуре 22–24˚С и влажности 100 % для 
наблюдения за развитием болезни.

Дисперсии нанохитозана НХ-5 и НХ-7 отбира-
лись при разном значении рН в процессе дробного 
осаждения раствора хитозана (рН=3,4) путем 
добавления 0,1 н раствора КОН при постоянном 
перемешивании со скоростью 0,2 мл/мин., что 
обусловлено постепенным ростом значения рН в 
системе по мере добавления щелочи. Эксперимен-
тально были получены концентрации дисперсий 
нанохитозана: 100, 200, 300, 500 мкг/мл, которые 
были использованы в опытах.

Интенсивность, или степень развития болезни, 
определяли на 4 сут после инокуляции патогеном 
по площади поражения поверхности листьев 100 
растений (%), согласно методике, представленной 
в статье Manikandan, Sathiyabama [26]. В кон-
трольных опытах растения обрабатывали водой. 
Все биологические опыты проводили в 3-кратной 
повторности. 

Полученные данные обрабатывали с использо-
ванием методов описательной статистики (на  ос-
нове стандартных ошибок средних ±SEM). Уровень 
различий между средними значениями определяли 
по критерию наименьшей существенной разницы 
(НСР) при p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Фунгистатическая активность всех исследуемых 

образцов хитозана по отношению к аскомицету 
B. sorokiniana экспериментально определяли мето-
дом агаровых блоков. Результаты представлены в 
таблице 1.

Результаты опыта показали, что обе дисперсии 
обладают более высокой фунгистатической актив-
ностью по сравнению с раствором хитозана.

Подобное соотношение активностей для дис-
персий наночастиц хитозана по сравнению с рас-
твором хитозана были получены многими исследо-
вателями, изучавшими ингибирующую активность 
в отношении различных грибов [11, 12, 22].

Во всех случаях действие наночастиц хито-
зана исследователи связывают с особенностями 
физико-химических характеристик частиц, 
позволяющими им проникать в цитоплазму и 
взаимодействовать с клеточными мембранами 
микроорганизмов. Это обусловливает широкий 
спектр антимикробной активности нанохитозана. 
К настоящему времени доказана эффективность 
дисперсий нанохитозана против следующих пато-
генов растений: Alternaria alternata, Macrophomina 
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phaseolina, Rhizoctonia solani [35], Fusarium 
graminearum [24], Pseudomonas syringae pv glycinea 

[18], Fusarium oxysporum, Sclerotium rolfsii [14], 
Ralstonia solanacearum [23], Botrytis cinerea [39].

Таблица 1. Фунгистатическая активность дисперсий НХ-5, НХ-7 и раствора хитозана (ацетатный бу-
фер, рН 5) по отношению к Bipolaris sorokiniana

Table 1. The fungistatic activity of NC-5, NC-7 dispersions and chitosan solution (acetate buffer, pH 5) against 
Bipolaris sorokiniana

Вариант Концентрация, 
мкг/мл

Ингибирование роста мицелия
Bipolaris sorokiniana, %

3 сут 5 сут 7 сут 

Дисперсия НХ–5
100 50,4 55,7 48,0

200 59,5 64,1 59,0

Дисперсия НХ–7 100 46,8 53,0 46,1

200 56,8 63,1 55,5

Раствор хитозана 
100 32,3 38,1 30,9

200 40,2 45,2 40,1

Рис.1 Фунгистатическая активность дисперсий НХ-5, НХ-7 и хитозана по отношению к Bipolaris sorokiniana: а ― 
контроль; б ― дисперсии НХ-5; в ― дисперсии НХ-7; г ― хитозан
Fig. 1. Fungistatic activity of NC-5, NC-7 and chitosan dispersions against Bipolaris sorokiniana: a ― control; b ― NC-5 
dispersions; c ― NC-7 dispersions; d ― chitosan

(а) (б)

(в) (г)
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Анализ данных таблицы 1 показал, что для 
дисперсии НХ-5 прослеживалась тенденция к 
большему эффекту ингибирования роста мицелия 
B.  sorokiniana по сравнению с дисперсией НХ-7. 
Наблюдающееся преимущество дисперсии НХ-5 
можно связать с особенностями ее состава. Ранее 
было установлено, что дисперсия НХ-5 состоит не 
только из частиц нанохитозана, образовавшихся в 
процессе дробного осаждения до рН 5,0, но также 
содержит агрегаты макромолекул хитозана, пред-
ставляющие собой гелеобразные мягкие частицы 
с диаметром около 100 нм [38]. Дисперсия НХ-7 
содержит только нанохитозан, образующийся при 
добавлении щелочи до рН –7,0. Методом атом-
но-силовой спектроскопии путем анализа полу-
ченных изображений установлено, что в дисперси-
ях НХ-7 присутствуют только плотные сплошные 
частицы, размер которых оценивался величинами 
в диапазоне 5–25 нм.

Оценка элиситорной активности дисперсий 
нанохитозана и раствора хитозана была дана по 
их способности повышать устойчивость растений 
пшеницы к темно-бурой пятнистости, возбудитель 
B. sorokiniana (табл. 2).

Таблица 2. Влияние дисперсии НХ-5, НХ-7 и раствора 
хитозана на развитие темно-бурой пятнистости пше-
ницы (B. sorokiniana)
Table 2. The effect of NС-5, NC-7 dispersion and chitosan 
solution on the development of dark brown spotting in 
wheat (B. sorokiniana)

Образец Концентрация,
мкг/мл

Пораженность 
листьев, %

Контроль - 35

Дисперсия НХ-5

500 5

300 7

100 10

Дисперсия НХ-7
300 10

100 15

Раствор хитозана, 
(ацетатный буфер, рН 
5,0)

100 25

НСР 0,05 - 4,0

(а) (б)

(в) (г)

Рис. 2. Влияние дисперсий НХ-5, НХ-7 и раствора хитозана на развитие темно-бурой пятнистости пшеницы: а ― 
контроль; б ― дисперсия НХ-5; в ― дисперсия НХ-7; г ― хитозан
Fig. 2. The effect of NC-5, NC-7 dispersions and chitosan solution on the development of dark brown spotting in wheat: a ― 
control; b ― NC-5 dispersion; c ― NC-7 dispersion; d ― chitosan
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Обе дисперсии продемонстрировали высокую 
элиситорную активность, при этом дисперсия 
НХ-5 обладала повышенным иммуномодулирую-
щим действием по сравнению с дисперсией НХ-7. 
Вполне вероятно, что, как и в опытах с фунги-
статическим действием, причина преимущества 
дисперсии НХ-5 кроется в ее составе, сочетающем 
наночастицы и ассоциаты свободных макромоле-
кул хитозана.

Если в случае дисперсии НХ-7 их биологическая 
активность обусловлена наличием только нанораз-
мерных частиц с большой удельной поверхностью, 
то для дисперсий НХ-5 существенным является тот 
факт, что наряду с наночастицами присутствуют 
агрегаты макромолекул хитозана, которые при 
рН 5,0 несут положительный заряд, что, вполне 
возможно, приводит к усилению биологического 
действия.

Сравнение элиситорной активности дисперсий 
НХ-5 и НХ-7 с раствором хитозана подтвердило 
преимущество дисперсий (табл. 2). Из результатов, 
приведенных в табл. 2, видно, что предварительная 
обработка растений пшеницы дисперсиями НХ-5  
и НХ-7 в концентрации 100 мкг/мл в 3 и 2 раза 
(соответственно) снижала пораженность листьев 
темно-бурой пятнистостью по сравнению с кон-
тролем, в то время как раствор хитозана в той же 
концентрации только на 10% подавлял развитие 
болезни. Следует также отметить наличие концен-
трационной зависимости для дисперсий.

В работе [10] изучалось действие хитозана по за-
щите яблок от патогена Penicillium expansum, было 
установлено, что экзогенное применение наноча-
стиц хитозана (размер менее 100 нм) приводило к 
системной приобретенной устойчивости к данной 
инфекции за счет увеличения экспрессии генов, 
связанных с реакциями защиты. Эффективность 
дисперсий наночастиц объясняется легкостью их 
проникновения в эпидермис листьев, что облегча-
ло поглощение активных молекул и усиливало рост 
и продуктивность культур [9, 36].

Сравнительная оценка дисперсий нанохитозана 
и раствора хитозана выявила определенные преи-
мущества дисперсий как по фунгистатической, так 
и по элиситорной активности, которые реализуют-
ся при значительно меньших концентрациях. Та-
ким образом, полученные  результаты согласуются 
с выводами этих авторов.

В заключение необходимо отметить, что изу-
ченные дисперсии хитозана могут рассматриваться 
в качестве эффективных натуральных антими-
кробных препаратов, обладающих способностью 
индуцировать устойчивость растений к болезням.

Простота метода их получения, отсутствие дру-
гих биологически активных компонентов в систе-
мах, кроме самого хитозана, являются основными 
преимуществами данного подхода. Их применение 
в защите растений открывает большие перспекти-
вы для снижения биотических стрессов, что при-
ведет к значительному сокращению использования 
агрохимикатов.
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