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Аннотация

Исследованы физико-химические и фармакологические свойства гуминовых веществ Канско-Ачинского 
угольного бассейна, месторождение Переясловское. Методами УФ-, ИК-, 13С ЯМР-спектроскопии, флуори
метрии, элементного анализа установлено наличие ароматических полиядерных структур и алифатических 
фрагментов, замещенных различными по природе функциональными группами (карбоксильные, карбонильные 
и хиноидные, фенольные, спиртовые, простые и сложноэфирные, амино- и амидные). Методом высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии установлено, что гуминовые вещества угля являются высокогидрофильны-
ми полидисперсными биополимерами со средними значениями молекулярных масс. По показателю “микробио-
логическая чистота” (категория 3Б) содержание микроорганизмов не превышает требуемых показателей Госу-
дарственной фармакопеи Российской Федерации XIV издания (ГФ XIV). Содержание радионуклидов, 
токсичных металлов (свинец, кадмий, ртуть, мышьяк) соответствует нормам (согласно ГФ XIV). Установлено 
наличие 11 эссенциальных элементов. Исследуемые гуминовые вещества относятся к V классу опасности (ве-
щества малоопасные, согласно ГОСТ 32644-2014), не обладают аллергизирующими свойствами и цитотоксиче-
ским действием в широком диапазоне концентраций. При изучении специфической фармакологической актив-
ности на различных экспериментальных моделях установлены антиоксидантные, иммунотропные, цитопротек-
торные свойства. Отмечена способность ингибировать свободные радикалы, такие как гидроксильные 
радикалы (HO.) и супероксид анион-радикал (O

2
–.), поскольку данные радикалы способны обходить эндоген-

ные системы антиоксидантной защиты организма. Сделано заключение, что исследуемые гуминовые веще-
ства Канско-Ачинского угольного бассейна, месторождение Переясловское, представляют собой безопасные и 
эффективные биологически активные вещества природного происхождения для использования в качестве 
перспективной биологически активной субстанции в пищевой и фармацевтической промышленности.
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ВВЕДЕНИЕ

Гуминовые вещества (ГВ) – это природные 
темноокрашенные органические соединения, от-
носящиеся по своей химической природе к мо-
лекулярным ансамблям [1], которым присущи 
коллоидные свойства, отсутствие строгого по-
стоянства химического состава, широкий раз-
брос в молекулярных массах. На сегодняшний 
день в литературе описано множество их уни-
кальных биологических свойств, что делает ГВ 
перспективными объектами исследования с по-
зиций медицины и фармации как потенциально 
важных биологически активных веществ (БАВ), 
для поиска и разработки лекарственных средств 
и пищевых продуктов нового поколения [2].

В структуре ГВ отмечается большое количе-
ство различных функциональных групп, кото-
рые определяют их окислительно-восстанови-
тельные, протолитические и хелатообразующие 
свойства. Так, например, они являются одними 
из сильнейших хелатирующих агентов среди 
природных органических веществ [2]. Подобная 
химическая структура ГВ позволяет им высту-
пать в качестве буферных систем, способных 
регулировать протолитический баланс в раз-
личных биосредах, а также выполнять роль ин-
гибиторов свободных радикалов [2].

К настоящему времени описан широкий спектр 
биологической активности ГВ, который реали-
зуется за счет влияния ГВ на системы организма, 
активируемые окислительно-восстановительны-
ми, кислотно-основными и неспецифическим 
лиганд-рецепторным взаимодействиями.

Однако внеэкспериментальное прогнозиро-
вание биологической активности ГВ на сегод-
няшний день остается невозможным в связи с 
отсутствием строгого постоянства химического 
состава [2, 3]. Сложность заключается еще и в 
том, что биологическая активность зависит от 
происхождения, способа выделения и специфи-
ческой обработки. Таким образом, возникает не-
обходимость постоянной биологической и хи-
мической стандартизации каждого конкретного 
образца ГВ, особенно учитывая, что бурый 
уголь, леонардит, которые являются ценным 
источником ГВ ввиду высокого содержания по-
следних и соответствия требованиям “зеленой 
химии”, не относятся ни к одной из морфоло-
гических групп официального лекарственного 
растительного сырья [1].

Внедрение в фармацевтическую и пищевую 
промышленность новых активных фармацевти-
ческих субстанций в соответствии с современ-

ными требованиями невозможно без оценки хи-
мической, микробиологической и фармакологи-
ческой безопасности БАВ. Для этого необходимо 
выполнение определенного порядка проведения 
научных исследований на всех уровнях, важ-
нейшим из которых является оценка безопас-
ности на этапе доклинических токсикологиче-
ских исследований.

Доклинические токсикологические исследо-
вания – необходимый этап, направленный на 
выявление и оценку выраженности токсических 
эффектов, возникающих при взаимодействии 
БАВ с организмом лабораторных животных, со-
гласно действующему на территории Россий-
ской Федерации законодательству [4]. Токсико-
логические исследования позволяют получить 
данные, необходимые для проведения клиниче-
ских исследований. 

Таким образом, цель работы – изучение фи-
зико-химических параметров структуры ГВ бу-
рого угля, а также исследование их химической, 
микробиологической, фармакологической безо-
пасности и специфической биологической ак-
тивности для обоснования использования в ка-
честве биологически активной субстанции в пи-
щевой и фармацевтической промышленности.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Объектом исследования служила субстан-
ция ГВ бурого угля Канско-Ачинского угольно-
го бассейна, месторождение Переясловское (да-
лее – ГВ угля). Технические характеристики 
сырьевого источника (угля): влага общая 
32.2 мас. %; зола общая 19.9 мас. %; выход лету-
чих веществ на сухое беззольное состояние 
52.0 %; массовая доля хлора 0.027 %; массовая 
доля мышьяка <0.0005 %; сера общая 0.52 %; 
углерод 61.6 %; водород 4.37 %; азот 1.76 %; кис-
лород 31.6 %. Гуминовые вещества выделяли из 
бурого угля методом массообменной щелочной 
экстракции. Для интенсификации процесса экс-
трагирования бурый уголь диспергировали в 
механическом измельчителе и просеивали че-
рез сито с диаметром отверстий 3 мм. Далее 
сырье заливали 1 % водным раствором карбона-
та натрия и выдерживали при комнатной тем-
пературе в течение 12 ч, периодически пере-
мешивая. Далее отстаивали в течение 1 сут и 
фильтровали. Дальнейшее отделение от мелко-
дисперсных взвешенных частиц проводили в 
течение 15 мин в центрифуге (при скорости 
4000 об/мин). Из жидкого экстракта отгоняли 
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воду с использованием ротационного испари-
теля Rotavapor R-300 (BUCHI, Швейцария), 
остатки влаги удаляли в сушильном шкафу при 
температуре 60° С. Исследовали ГВ, представ-
ляющие собой смесь натриевых солей фульво-
кислот (ФК) и гуминовых кислот (ГК) в форме 
сухого аморфного порошка от темно-коричне-
вого до черного цвета, хорошо растворимого в 
воде, плохо – в спирте и органических раство-
рителях.

Физико-химические параметры ГВ угля уста-
навливали с привлечением методов: УФ-спек
троскопии (спектрофотометр Unico 2800, США); 
спектрофлуориметрии (спектрофлуориметр Agi-
lent Cary Eclipse, США); колебательной спек-
троскопии (ИК-Фурье  спектрометр ФСМ 2201, 
Россия); элементного C, H, N, O-анализа (автома-
тический СНN-анализатор Carlo Erba Strumen-
tazione 1301, Италия); 13С ЯМР-спектроскопии 
(ЯМР-Фурье спектрометр Bruker AVANCE 400, 
Германия) и гель-хроматографии (гель-хрома
тографическая система Abimed (Gilson, США), 
состоящая из ВЭЖХ-насоса, автосамплера, стек
лянной колонки, спектрофотометрического УФ-
детектора, платы АЦП для регистрации анали-
тического сигнала и регистрирующего компью-
тера; гель-носитель – Toyopearl TSK HW-55S 
(Toso-Haas, Япония)) [5].

Неорганический элементный состав опреде-
ляли методом ИСП-МС с помощью квадруполь-
ного масс-спектрометра с индуктивно связан-
ной плазмой Agilent 7500cx (Agilent Technologies, 
США), содержания тяжелых металлов и мышья
ка – согласно ОФС.1.5.3.0009.15, радионуклидов – 
согласно ОФС.1.5.3.0001.15.

Микробиологическую чистоту (метод реп
ликаций) определяли в соответствии с 
ОФС.1.2.4.0002.15 [6]. 

Доклинические исследования выполняли в со-
ответствии с существующими правилами над-
лежащей лабораторной практики, утвержден-
ными Министерством здравоохранения РФ [7]. 
Оценку острой и субхронической токсичности 
веществ для приема внутрь проводили согласно 
ГОСТ 32644-2014 “Методы испытаний по воз-
действию химической продукции на организм 
человека. Острая пероральная токсичность – 
метод определения класса острой токсично-
сти” [8], ГОСТ 32641-2014 “Методы испытания 
по воздействию химической продукции на орга-
низм человека. Определение токсичности при 
повторном/многократном пероральном поступле-
нии вещества на грызунах. 28-дневный тест” [9], 
а также согласно Руководству по проведению 

доклинических исследований лекарственных 
средств [10]. Эксперимент выполнен на 56 кры-
сах (25 самцов, 31 самка) массой 250–300 г 
линии Wistar первой категории, полученных 
из Центра коллективного пользования “SPF-
виварий” ИЦиГ СО РАН (Новосибирск, серти-
фикат имеется).

Доклинические исследования по установле-
нию способности веществ при введении в орга-
низм вызывать состояние повышенной чувстви-
тельности (гиперчувствительность, сенсибили-
зация) проводили согласно [10]. Аллергенные 
свойства были изучены с помощью метода на-
кожных аппликаций (экспериментальная мо-
дель – морские свинки) и гиперчувствительно-
сти замедленного типа (вид животных – лабо-
раторные мыши) [10]. Эксперимент выполнен на 
20 морских свинках (10 самцов, 10 самок), мас-
сой 400–550 г, и 40 инбредных мышах CD-1 
(10 самцов, 10 самок), массой 20–25 г, получен-
ных из отдела экспериментальных биологиче-
ских моделей НИИФиРМ им. Е. Д. Гольдберга 
Томского НИМЦ (морские свинки) и Центра 
коллективного пользования “SPF-виварий” ИЦиГ 
СО РАН (сертификат имеется). Все этапы до-
клинических исследований с привлечением ла-
бораторных животных были выполнены с со-
блюдением соответствующих требований [11]. 
Содержание животных и дизайн эксперимен-
тов одобрены, этическая экспертиза проведена, 
протокол экспериментов на животных соответ-
ствовал этическим нормам и принципам биоме-
дицинских исследований и одобрен Этическим 
комитетом ФГБОУ ВО СибГМУ Минздрава Рос-
сии (Томск, протокол ¹ 8199 от 27.03.20 г.).

Об иммунотропных свойствах ГВ угля суди-
ли по способности влиять на активность NO-
синтазы и аргиназы перитонеальных макрофа-
гов мышей [3].

Общая антиоксидантная активность (АОА) 
оценивалась по способности ГВ угля снижать 
концентрацию стабильных свободных радика-
лов ABTS.+ и ДФПГ в модельных системах со-
гласно методикам, описанным ранее [5, 12]. Вы-
ражали АОА как IC

50
 – концентрация ГВ угля, 

при которой концентрации ABTS+. и ДФПГ 
снижаются на 50 %. Взаимодействие ГВ угля с 
O

2
–. исследовали прямым методом по измере-

нию концентрации O
2
–., генерируемого нефер-

ментативным методом, согласно методике [12]. 
Специфическую железосвязывающую (хелати-
рующую) активность определяли по реакции с 
комплексом феррозин–Fe2+, согласно методи-
ке [12]. Хелатирующие агенты препятствуют 
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образованию комплекса феррозин–Fe2+, в ре-
зультате чего интенсивность фиолетовой окрас
ки раствора уменьшается. Генерацию HO. 
осуществляли в реакции Хабера–Вейса в при-
сутствии дезоксирибозы. Под влиянием HO. 
происходила деградация дезоксирибозы до ма-
лонового диальдегида, который определяли по 
реакции взаимодействия с тиобарбитуровой 
кислотой, согласно методике [12]. Для оценки 
АОА ГВ угля также применяли метод катодной 
вольтамперометрии с использованием ртутного 
пленочного электрода по методике, описанной 
в [5]. Показателем АОА являлся коэффициент 
каталитической активности (K, мкмоль/(л•мин)), 
выражающий степень изменения тока электро-
восстановления О

2
 и характеризующий восста-

навливающую способность ГВ угля.
Оценку внутриклеточного распределения ГВ 

угля, способность связывать/подавлять генера-
цию внутриклеточных активных форм кислоро-
да, а также оценку уровня последних в культуре 
клеток, в том числе в присутствии молекул, вы-
зывающих окислительный стресс (пероксид во-
дорода, трет-бутилгидропероксид, ионы двух-
валентного железа (Fe2+)), проводили флуорес-
центным методом [13], анализ цитотоксических 
эффектов – МТТ-тестом [14]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Абрис УФ-спектра ГВ угля (рис. 1) пред-
ставляет собой кривую, лишенную экстремумов 
и монотонно убывающую по мере продвижения 
в длинноволновую область. Спектральные ко-
эффициенты при соответствующих длинах волн 
А

465
 (0.0501±0.0071) и А

650
 (0.0128±0.0018) соот-

носятся с показателями, которые были опре-
делены для ГВ природных каустобиоли-
тов (0.01–0.2) [15]. Значения коэффициента 
цветности по Е. Вельте (3.9260±0.0014) ука-
зывает на наличие в ГВ угля многоядерной 
ароматической структуры с разветвленной си-
стемой полисопряжения [5].

Спектры флуоресценции (рис. 2) типичны 
для природных ГВ угля [16, 17] и представляют 
собой уширенные полосы в видимой части спек-
тра с максимумами центрирования при 540–550, 
610–630 и 705–715 нм при возбуждении на дли-
нах волн 270, 310 и 355 нм соответственно. Раз-
личное положение экстремумов в спектре сви-
детельствует о гетерогенности флуорофорных 
заместителей в структуре ГВ угля. 

ИК-спектр ГВ угля (рис. 3) является типич-
ным для данного класса веществ [18–21] и со-
держит характерные полосы поглощения при 
волновых числах: 3500–3300 см–1 (OH-группы 
алифатического и ароматического ряда); 3250–
3200 см–1 (N–H-группы в структуре амидов и ами-
нов); 3040 см–1 (ароматические группы =С–Н в 
аренах с несколькими заместителями в кольце); 
2920 и 2860 см–1 (метильные и метиленовые 
группы боковых углеводородных цепей соответ-
ственно); 2600–2500 см–1 (OH-группы димеров 
карбоновых кислот); 1725–1700 см–1 (С=О-груп
пы, в том числе в карбоксильных группах); 
1625–1610 см–1 (сопряженные связи С=С и С=О 
в ароматическом скелете и хинонах; считается, 

Рис. 1. Электронный спектр гуминовых веществ бурого угля 
Переясловского месторождения.

Рис. 2. Флуоресцентные спектры гуминовых веществ бурого 
угля Переясловского месторождения при длине волны воз-
буждения 270 (1), 310 (2) и 355 нм (3). Числа на спектрах – 
это максимумы центрирования интенсивности флуоресцен-
ции при возбуждении на различных длинах волн (270, 310 
и 355 нм).
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что именно колебания ароматических С=С-свя
зей ответственны за данную полосу, максимум 
которой приходится на 1610 см–1; в данном слу-
чае наблюдается полное совпадение); отсутству-
ет полоса поглощения в области 1510–1500 см–1, 
что указывает на отсутствие неконденсирован-
ных моноароматических структур в строении 
ГВ угля (данный факт подтверждает ранее сде-
ланные выводы о высокой степени поликонден-
сации ароматического ядра); 1460–1440 см–1 
(связи С–Н метиленовых и метильных групп); 
1383 см–1 (карбоксилат-ион СОО–); 1250–1225 см–1 
(связи С–О и О–Н карбоновых кислот и их функ-
циональных производных, в основном сложных 
эфиров); 1050–1150 см–1 (ОН-группы спиртов, 
гликозидные связи углеводов, связи С–О спир-
тов и лактонов, связи С–О–С циклических и 
алифатических простых эфиров). Максимальная 
интенсивность полос поглощения в ИК-спектрах 
отмечена для гидроксильных (спирты, фенолы), 
простых эфирных, карбонильных, карбоксиль-
ных групп и их функциональных производных 
(сложные эфиры, лактоны, амиды), алифатиче-
ских и ароматических фрагментов.

Для количественной оценки интенсивности 
полос поглощения и содержания функциональ-
ных групп в молекулах ГВ использовали метод 
отношений оптических плотностей полос погло-
щения (ОППП) кислородсодержащих функцио-
нальных групп – гидроксильных (ν

ОН
 3400 см–1), 

карбонильных (ν
С=О

 1720 см–1), сложноэфир-
ных (ν

С–O, С–O–С
 1225 см–1) и простых эфирных 

(ν
С–O

 1035 см–1) групп к ОППП ароматических 
(ν

С=С
 1610 см–1) и алифатических (ν

Aliph
 2920 см–1) 

фрагментов структуры ГВ [18, 21]. Отмечено 

(табл. 1), что исследуемый образец ГВ харак-
теризуется высокими значениями отношений 
ОППП-величин, показывающих содержание аро-
матических фрагментов, а также карбоксиль-
ных, карбонильных, спиртовых и сложноэфир-
ных групп в составе боковых цепей, связанных 
с ароматическим ядром, и низкими значения-
ми ОППП-величин, характеризующих содер-
жание алифатических и ароматических про-
стых эфиров.

Спектр ЯМР 13С исследуемой субстанции 
имеет сложный вид широкополосных частично 
перекрывающихся сигналов (рис. 4), типичных 
для ГВ [22, 23], где можно выделить области: 
углерода, не связанного с гетероатомами, алифа-
тических СН

n
-групп алкильных фрагментов (5–

48 м. д.); углерода, связанного простой связью с 
гетероатомами,  алифатических алкоксигрупп, 
углеводных фрагментов и аминогрупп амино-
кислот (48–90 м. д.); углерода алифатических 
групп, связанного простыми связями с двумя 
гетероатомами (кислородом или азотом), пред-
ставленного в основном ацетальным углеродом 
полисахаридов (90–108 м. д.); углерода незаме-
щенных и замещенных атомами углерода аро-
матических фрагментов (108–145 м. д.); углерода 
замещенных атомами кислорода и азота арома-
тических фрагментов (145–165 м. д.); углеро-
да карбоксильных, сложноэфирных и амидных 
групп (165–187 м. д.); углерода альдегидных, ке-
тонных и хинонных групп (187–220 м. д.).

Количественная оценка интенсивности 
13С ЯМР-спектров приведена в табл. 1, где пред-
ставлены достаточно высокие значения показа-
телей, соответствующих алифатическим азот- 

Рис. 3. ИК-спектр гуминовых веществ бурого угля Переясловского месторождения.
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и кислородсодержащим (48–90 м. д.) и кар-
боксильным (165–185 м.д.) структурам, что 
согласуется с данными ИК-спектроскопии. По-
казатель степени ароматичности (ΣС

Аr
/ΣС

Аl
) со-

ставил 1.3, что указывает на преобладание аро-
матических фрагментов над алифатическими в 
структуре изучаемых ГВ угля [23, 24].

Абсолютные значения содержания основных 
конституционных элементов ГВ угля представ-
лены в табл. 2. Так, например, согласно крите-

риям, приведенным в [15], ГК почв содержат, 
мас. %: С 46–62, N 3–6, Н 3–5, О 32–38. Уголь-
ные ГК обычно имеют аналогичные диапазоны 
значений, но содержат азота в 2–5 раз мень-
ше (1.1±0.2), чем ГК почв и торфа [22]. Для ФК, 
в отличие от ГК, характерно более низкое со-
держание углерода (36–44 %) и более высокое 
содержание кислорода (45–50 %), в их составе 
также азот (3–4.5 %) и водород (3–5 %). Следует 
отметить, что исследуемый образец ГВ угля яв-

ТАБЛИЦА 1

Спектральные коэффициенты по данным ИК-спектроскопии и распределение углерода  
по фрагментам структуры гуминовых веществ угля (% от общего углерода)  
по данным 13С ЯМР-спектроскопии 

Данные ИК-спектроскопии Данные 13С ЯМР-спектроскопии

Спектральный коэффициент Значениеа Спектральная область, м. д. Значениеб

А
ОН

 3400/А
С=С

 1610 0.61 5–48 (CH
n
, C–C) 17.5

А
С=О

 1720/А
С=С

 1610 0.86 48–90 (R–O, С–О, N–Alkyl) 11.0

А
С–О

 1225/А
С=С

 1610 0.84 90–108 (О–С–О, O–C–N) 5.0

А
С–O

 1035/А
С=С

 1610 0.48 108–145 (С
Ar

 (С=С, C=C–С)) 33.8

А
С=С

 1610/А
Aliph

 2920 1.98 145–165 (С
Ar

–О/N (C=C–O/N)) 9.7

А
ОН

 3400/А
Aliph

 2920 1.22 165–187 (О=С–(OH/О/NH
2
)) 17.0

А
С=О

 1720/А
Aliph

 2920 1.69 187–220 (О=С–(H
2
/R

2
)) 6.1

А
С–О

 1225/А
Aliph

 2920 1.67 48–108 (∑С
Carb

)в 16.0

А
С–O

 1035/А
Aliph

 2920 0.94 ∑С
Ar

/∑C
Al

г 1.3

Примечание. Спектральные коэффициенты рассчитаны как отношения оптических плотностей 
полос поглощения при определенных волновых числах (А

i
) по данным ИК-спектроскопии. 

аотношения оптических плотностей полос поглощения рассчитаны исходя из средних значе-
ний (n = 3).

бинтегральные значения распределения углерода по областям химического сдвига рассчитаны 
исходя из средних значений (n = 5).

вСумма карбогидратов.
гОтношение степени ароматичности к степени алифатичности.

Рис. 4. 13С ЯМР-спектр гуминовых веществ бурого угля Переясловского месторождения (интенсивность сигна-
ла нормирована на максимальный сигнал спектра).
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ляется суммарным нефракционированным пре-
паратом и представляет собой сумму ГК и ФК, 
поэтому имеет некоторые отличия по содержанию 
углерода (44.91 мас. %) и кислорода (49.48 мас. %). 
Наблюдается логичное увеличение в элементном 
составе доли кислорода и уменьшение доли угле-
рода за счет содержания в образце ФК. Благо-
даря высчитанным относительным значениям 
(отношения Н/С, однозначно определяющее класс 
углеводородов, и О/С, устанавливающее со-
держание функциональных групп, содержащих 
кислород) можно заключить, что ГВ угля пред-
ставляют собой полициклические ароматические 
углеводороды, которые имеют боковые алифати-
ческие цепи длиной до 10 углеродных атомов и 
обогащены О-содержащими группами [15, 21, 24].

Результаты исследования образца ГВ угля ме-
тодом высокоэффективной жидкостной хромато-
графии (ВЭЖХ, табл. 2) позволили рассчитать 
основные показатели его молекулярно-массово-
го распределения (ММР): пиковое значение мо-
лекулярных масс (M

p
) – медиану, средневесо-

вую (M
w
) и среднечисленную (M

n
) молекуляр-

ные массы, а также полидисперсность (Р) как 
отношение M

w
/M

n
. Можно отметить, что значе-

ния ММР ГВ угля сосредоточены в диапазоне 
значений средних молекулярных масс, что ха-
рактерно для ГВ природного происхождения [25]. 
Параметр Р показывает соотношение количе-
ства молекул различной молекулярной массы в 
образце и характеризует степень неоднородно-
сти состава молекулы ГВ. Полученные результа-
ты свидетельствуют о высоком полидисперсном 
характере изучаемого образца ГВ угля. Достаточ-
но высокий процент (59 %) выхода субстанции 
ГВ угля с колонки свидетельствует о высокой 
гидрофильности. Таким образом, результаты 
ВЭЖХ позволяют охарактеризовать молекулу 
ГВ угля как высокогидрофильный полидисперс-
ный биополимер со средними значениями моле-
кулярных масс (30.2 кДа) [25].

Следовательно, обобщенные результаты фи-
зико-химического анализа структуры изучае-
мых ГВ свидетельствуют о высоком вкладе аро-
матических структур в их строение и о высоком 
содержании карбоксильных групп по данным 
элементного анализа, ИК- и 13С ЯМР-спектро
скопии. Высокая гидрофильность и низкая гид
рофобность изучаемых ГВ установлена ме-
тодами элементного анализа и эксклюзионной 
ВЭЖХ. Достаточно большой размер молекулы 
установлен методами электронной и флуорес-
центной спектроскопии, ВЭЖХ. Поликонденси-
рованный (немоноядерный) характер арома-
тического ядра и высокая степень системы по-
лисопряжения макромолекулы установлены по 
результатам электронной и флуоресцентной 
спектроскопии, элементного анализа. По дан-
ным флуоресцентной спектроскопии также от-
мечена невысокая гетерогенность состава флуо
рофоров.

Микробиологическую чистоту ГВ определя-
ли в соответствии с Государственной фарма-
копеей Российской Федерации XIV издания, 
ОФС.1.2.4.0002.15 (метод репликации). Перед про-
ведением основного испытания у изучаемой суб-
станции исследовали наличие антимикробного 
действия в отношении аэробных микроорганиз-
мов – Escherichia coli, Staphylococcus aureus, 
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enteridis. На-
личие роста колоний, которые наблюдали после 
соответствующего периода инкубации, свидетель-
ствовало об отсутствии собственного антимикроб-
ного действия ГВ. По результатам основного ис-
пытания на твердых питательных средах (раз-
ведения ГВ 1 : 10, 1 : 50, 1 : 100, 1 : 500 и 1 : 1000 
соответственно) не наблюдали роста колоний аэро-
бов, дрожжевых и плесневых грибов, т. е. в 1 г 
ГВ находятся менее 10 микроорганизмов. Полное 
отсутствие роста на селективной среде (бульон 
Мосселя, содержащий бычью желчь и брилли-
антовый зеленый) бактерий семейства Enterobac-

ТАБЛИЦА 2

Элементный (C, H, N, O) состав и молекулярно-массовое распределение гуминовых веществ угля

Массовая доля элемента, %
Атомная доля элемента, % 

Атомное отношение Полнота 
выхода  
с колонки, %

Параметр ММР

С Н N О Н/С О/С N/С M
n
, кДа M

w
, кДа M

p
, кДа Р

44.90±0.48
32.90±0.43

4.51±0.04
39.28±0.30

1.09±0.01
0.70±0.01

49.48±0.42
27.15±0.16

1.20 0.83 0.02 59 3.0 30.2 29.8 10.1

Примечание. ММР – молекулярно-массовое распределение; M
n
, кДа – среднечисленная молекулярная масса; M

w
, кДа – 

средневесовая молекулярная масса; M
p
, кДа – пиковое значение молекулярных масс (медиана); Р – полидисперсность (от-

ношение M
w
/M

n
).
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teriaceae позволило заключить, что в 1 г ГВ со-
держание энтеробактерий не превышает 10 КОЕ.

Гуминовые вещества ввиду особенности про-
исхождения (трансформация остатков расте-
ний) содержат неорганические компоненты. Вы-
сокочувствительным методом ИСП-МС обна-
ружено 11 биогенных химических элементов 
(табл. 3). Содержание радионуклидов (соглас-
но [26], должно быть Cs-137 не более 400 Бк/кг 
и Sr-90 не более 200 Бк/кг) в исследуемом об-
разце ГВ не обнаружено. Содержание тяжелых 
металлов и мышьяка [27] не превышает требу-
емых значений (свинец 0.0004834 мг/г, что не 
более 6.0 мг/кг; кадмий 0.0000128 мг/г, что не 
более 1.0 мг/кг; ртуть 0.0000311 мг/г, что не бо-
лее 0.1 мг/кг; мышьяк 0.0000242 мг/г, что не бо-
лее 0.5 мг/кг).

В эксперименте исследования острой ток-
сичности установлено, что однократное приме-

нение per os ГВ угля в дозировке 2000 мг/кг не 
приводило к гибели испытуемых животных как 
ни в первые сутки, так и ни в последующие 
14 сут после введения. Полученная животными 
доза исследуемой субстанции не повлияла на 
их состояние (визуальный осмотр) и не вызвала 
снижение массы тела. Макроскопические ис-
следования внутренних органов также не выя-
вили явных изменений их структуры, ввиду 
чего ГВ угля можно определить как вещества, 
относящиеся к V классу токсичности (вещества 
малотоксичные) [8].

В эксперименте по определению субхрони-
ческой токсичности внутрижелудочное введе-
ние раствора ГВ угля в дозе 1000 мг/кг в тече-
ние 28 сут не привело к изменению состояния 
животных, их кожных покровов, шерсти, массы 
тела, слизистых, не отразилось на количестве 
потребляемого корма и воды в сравнении с 
группой контроля [8]. По результатам изучения 
аллергенного действия методом накожных ап-
пликаций обнаружено, что ни при десятом, ни 
при двадцатом нанесении на латеральную по-
верхность тела морских свинок раствора ГВ 
угля не возникало изменений дермы. Данное 
обстоятельство позволяет заключить об от-
сутствии опасности сенсибилизации препарата 
перкутанно [10].

По результатам выполненных исследований 
иммунофармакологической активности (табл. 4) 
можно заключить, что ГВ угля поляризуют ма-
крофаги по М1 типу, судя по влиянию на ба-
ланс NO и аргинина (наиболее эффективная 
концентрация 10 мкг/мл), и тем самым усили-
вают Th1 тип иммунного ответа, в результате 
которого происходит образование цитотоксиче-
ских Т-лимфоцитов, являющихся эффекторны-

ТАБЛИЦА 3

Результаты определения неорганического  
элементного состава гуминовых веществ угля

Химический элемент Содержание, мг/г

Символ Название

Fe Железо 6.816±1.159

Ca Кальций 3.569±0.607

Mg Магний 1.943±0.330

K Калий 0.372±0.078

Mn Марганец 0.015±0.003

Co Кобальт 0.012±0.003

Cu Медь 0.057±0.002

Cr Хром 0.046±0.002

Zn Цинк 0.036±0.001

Mo Молибден 0.027±0.009

Se Селен 0.001±0.001

ТАБЛИЦА 4

Влияние гуминовых веществ (ГВ) угля на активность NO-синтазы и аргиназы  
перитонеальных макрофагов интактных мышей линии C57BL/6

Объект Концентрация,  
мкг/мл

Концентрация нитритов, мкМ
(X±m, n = 5)

Активность аргиназы,  
у. е. (X±m, n = 5)

без полимиксина В с полимиксином В

Среда – 2.03±0.03 1.66±0.11 34.5±0.9

ЛПС 1 22.18±2.84а 7.54±0.26а 16.1±0.5а

ГВ угля 10 5.54±0.71а,б 5.13±0.13а,в,г 16.5±0.6а

ГВ угля 50 5.22±0.64а,б 4.79±0.12а,в,г 16.9±0.8а

Примечание. ЛПС – липополисахарид; у. е. – единица активности.
а Различия со средой достоверны (р < 0.05).
б Различия при инкубации с ЛПС-контролем без полимиксина В достоверны (р < 0.05). 
в Различия при инкубации с ГВ угля без полимиксина В достоверны (р < 0.05).
г Различия при инкубации с ЛПС в присутствии полимиксина В достоверны (р < 0.05).
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ми клетками для борьбы с внутриклеточными 
патогенами, к которым относятся вирусы и вну-
триклеточные бактерии, а также осуществляют 
противоопухолевый иммунитет [28]. Необходи-
мо отметить, что макрофаги являются важней-
шим звеном в формировании иммунного ответа, 
поскольку служат клетками, которые взаимо-
действуют с антигеном, и презентируют его им-
мунной системе (Th0), и в зависимости от типа 
антигена начинают вырабатывать соответствую-
щие цитокины, которые вызывают поляриза-
цию Th0 в Th1 или Th2. Таким образом, именно 
макрофаги отвечают за формирование клеточ-
ного или гуморального иммунного ответа. В свя-
зи с этим можно заключить, что природные 
молекулы, активирующие макрофаги по М1 
типу, способствуют формированию и усилению 
Th1 типа иммунного ответа, т. е. обладают им-
мунотропным действием.

При исследовании общей АОА ГВ угля была 
показана высокая способность исследуемого об-
разца ингибировать стабильные свободные ра-
дикалы ДФПГ (IC

50
 = 27.4±0.3 мкг/мл) и ка-

тион-радикал ABTS.+ (IC
50

 = 10.7±0.5 мкг/мл) 
в модельных системах, что сопоставимо с эта-
лонными препаратами – дигидрокверцети-
ном (IC

50
 = 21.3±0.5 мкг/мл) и тролоксом 

(IC
50

 = 3.5±0.1 мкг/мл) соответственно. Иссле-
дуемые ГВ угля также показали высокую ак-
тивность в отношении свободных радикалов, 
таких как O

2
–. и HO., где среднеэффективные 

концентрации ГВ угля составили 20.6±1.9 и 
2.5±0.1 мг/мл соответственно. Данная актив-
ность образцов сопоставима с препаратами 
сравнения, а именно аскорбиновой кислотой 
(IC

50
 = 13.2±0.8 мкг/мл) и маннитолом 

(IC
50

 = 0.8±0.0 мг/мл). Предполагаемый меха-
низм реализации АОА – способность ГВ угля 
выступать в роли доноров протона благодаря на-
личию большого количества фенольных групп.

Также показана способность ГВ угля связы-
вать ионы Fe2+ переменной валентности, непо-
средственного участника реакции Фентона, в 
результате которой генерируется HO. [29, 30]. 
Значение IC

50
 для ГВ угля составило 

25.9±0.6 мкг/мл, что вдвое ниже значения пре-
парата сравнения ЭДТА (IC

50
 = 9.5±0.3 мкг/мл). 

Однако необходимо отметить, что ЭДТА явля-
ется сильнейшим хелатором и способен конку-
рировать с биолигандами за биометаллы, по-
вышая риск нарушения металло-лигандного 
баланса в организме. Исследуемые ГВ угля яв-
ляются более мягкими хелаторами, тем самым 

снижая риск нарушения со стороны металло-
лигадного баланса. 

Изучение каталитической АОА ГВ угля в 
процессе электровосстановления О

2
 показало, 

что исследуемый образец является редокс-
активным соединением, проявляющим ката-
литическую активность по отношению к ука-
занному процессу. Можно отметить, что значе-
ние каталитической активности для ГВ угля 
составило 0.91 мкмоль/л•мин, что сопоста-
вимо со значением эталонного антиоксиданта 
аскорбиновой кислоты и превышает значения 
природного флавоноида – дигидрокверцетина 
(0.78 мкмоль/л•мин) на 16.6 %.

Исследуемые ГВ угля не обладают выра-
женными цитотоксическими свойствами в отно-
шении культуры клеток HepG2, жизнеспособ-
ность исследуемой культуры клеток снизилась 
до 50 % (IC

50
) только при концентрации ГВ угля 

5250 мкг/мл. Данные по определению цитоток-
сичности в опытах in vitro согласуются с дан-
ными о низкой токсичности ГВ угля, получен-
ными в тестах in vivo. 

Благодаря уникальной химической структу-
ре и пространственной конфигурации ГВ спо-
собны преодолевать клеточную мембрану и на-
капливаться во внутриклеточном пространстве: 
обнаружено, что цитозоль и клеточное ядро на-
чинали флуоресцировать в спектральной обла-
сти, близкой к собственной флуоресценции ГВ 
при нахождении клеточной линии в среде ГВ 
угля. В пользу этого свидетельствует и уста-
новленная у ГВ угля цитопротекторная актив-
ность, связанная с их способностью снижать 
интенсивность флуоресценции зонда ДХФДА 
при стимуляции свободнорадикальных процес-
сов после добавления к клеткам линии HepG2 
прооксидантов (пероксид водорода, трет-бу
тилгидропероксид, ионы Fe2+). 

Определено (табл. 5), что интенсивность флуо-
ресценции клеток после инкубации с 300 мкг/мл 
субстанции ГВ в течение 24 ч составляла 
(1.23•105)±(0.04•105) о. е., что было значительно 
ниже значений, отмеченных для контрольных 
клеток ((2.08•105)±(0.13•105) о. е.), а интенсив-
ность флуоресценции клеток, подвергшихся воз-
действию прооксидантов, была выше интенсивно-
сти флуоресценции контрольных клеток и соста-
вила (4.85•105)±(0.21•105), (1.74•105)±(0.07•105) 
и (7.16•105)±(0.47•105) о. е. для трет-бутил
гидропероксида, пероксида водорода и ионов 
Fe2+ соответственно. Предварительная инкубация 
клеточной культуры с субстанцией ГВ приводи-
ла к снижению интенсивности флуоресценции 
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клеток после добавления прооксидантов до зна-
чений (3.55•105)±(0.12•105), (1.22•105)±(0.06•105) 
и (5.65•105)±(0.45•105) о. е. для трет-бутил
гидропероксида, пероксида водорода и ионов 
Fe2+ соответственно. Таким образом, преинку-
бация клеток HepG2 с субстанцией ГВ снижает 
уровень внутриклеточных активных форм кис-
лорода после индукции окислительного стресса 
прооксидантами. Это свидетельствует о высо-
ком цитопротекторном потенциале субстанции 
ГВ стимулировать/повышать антиоксидантную 
систему защиты клеток.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Таким образом, с помощью ряда физико-
химических методов анализа у исследуемых ГВ 
угля установлены основные молекулярные па-
раметры, присущие данному классу природных 
соединений. Исследуемые ГВ угля соответствуют 
требованиям ОФС (общая фармакопейная статья) 
по показателям: микробиологическая чистота, 
содержание тяжелых металлов и радионукли-
дов. В серии фармакологических экспериментов 
определено отсутствие базовой токсичности, уста-
новлены высокая антиоксидантная и антиради-
кальная активность, иммунотропные и цитопро-
тективные свойства.

Вследствие этого ГВ угля Канско-Ачинского 
угольного бассейна, месторождения Переяслов-
ское, представляют собой безопасные и эффек-
тивные БАВ природного происхождения для 
использования в качестве перспективной био-
логически активной субстанции в пищевой и 
фармацевтической промышленности. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Министерства здравоохранения РФ (Государственное 
задание ¹ 056-00071-22-02).
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ТАБЛИЦА 5

Влияние субстанции гуминовых веществ (ГВ) угля на интенсивность  
флуоресценции зонда 2,7-дихлорфлюоресцеиндиацетата в клетках HepG2  
после добавления в инкубационную среду прооксидантов  
(пероксид водорода, трет-бутилгидропероксид, ионы Fe2+)

¹ группы Группа Интенсивность флуоресценции, о. е., M±m

1 Контроль (2.08•105)±(0.13•105)

2 Контроль + ГВ (1.23•105)±(0.04•105) (p
2–1

 < 0.01)

3 Трет-бутилгидропероксид (4.85•105)±(0.21•105) (p
3–1

 < 0.01)

4 Трет-бутилгидропероксид + ГВ (3.55•105)±(0.12•105) (p
4–3

 < 0.01)

5 Пероксид водорода (3.81•105)±(0.07•105) (p
5–1

 < 0.01)

6 Пероксид водорода + ГВ (2.4•105)±(0.06•105) (p
6–5

 < 0.01)

7 Ионы Fe2+ (7.16•105)±(0.47•105) (p
7–1

 < 0.01)

8 Ионы Fe2+ + ГВ (5.65•105)±(0.45•105) (p
8–7

 < 0.01)

Примечание. о. е. – относительные единицы флуоресценции; р – уровень статистической 
значимости различий между указанными группами (t-критерий Стьюдента).
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