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Инфракрасная (ИК) спектроскопия и спектроскопия комбинационного рассеяния (КР) — 

современные методы, на основе которых успешно формируются биотехнологические подходы, поз-

воляющие проводить генетический и функциональный анализ отдельных органов и тканей растений 

на молекулярном уровне. В представленной работе с помощью спектроскопии поверхностного внут-

реннего отражения (ПВО), которая представляет собой модификацию ИК-спектроскопии, впервые 

зарегистрированы и выявлены различия в содержании и конформации биомолекул в гомогенатах 

целого зерна гибридов кукурузы ZP 735 и его компонентов (эндосперм, перикарп, зародыш). Нашей 

целью была разработка методологии спектроскопии поверхностного внутреннего отражения для 

идентификации органических молекул, их содержания и конформации в семени кукурузы и его 

тканях. Объектом исследования служили зерна гибрида кукурузы (Zea mays L.) ZP 735 (оригина-

тор — Maize Research Institute, Zemun Polje, г. Белград, Сербия). Методом случайной выборки 

было отобрано 30 зерен. Для получения ПВО-спектров образцы целых зерен и их частей (эндо-

сперма, перикарпа и зародыша) измельчали, гомогенизировали и помещали в специальную ячейку 

прибора. Для регистрации ПВО-спектров использовали спектрометр (Nicolet™ iS20 FTIR Spectro-

meter, «Thermo Scientific», США) с алмазом (diamond ATR crystal, «Thermo Scientific», США), для 

анализа спектров — пакет программ («Thermo Scientific», США). ПВО-спектры сопоставляли в 

библиотеке данных программы Advanced ATR correction Algorithm. Метод ПВО-спектроскопии ос-

нован на отражении пучка света на границе раздела двух фаз: фазы кристалла с высоким показа-

телем преломления, входящего в состав прибора ПВО, и фазы исследуемого образца с более низ-

ким показателем преломления. В процессе измерения луч света проникает на небольшую глубину 

в фазу образца, где частично поглощается. При последующих облучениях образца это явление 

повторяется, и в результате регистрируется ПВО-спектр. Доказано, что в диапазоне от 400 см1 

до 4000 см1 ПВО-спектры целого зерна, эндосперма, перикарпа и зародыша гибрида ZP 735 были 

аналогичны полученным ранее ИК-спектрам зерна, что свидетельствует о возможности использо-

вания нового метода для технологий молекулярной селекции. Расположение полос ПВО-спектра 

характеризует различные формы колебаний валентных связей функциональных групп органических 

молекул семени, что позволяет идентифицировать не только наличие определенных молекул, но и 

их конформацию. Доказано, что с помощью анализа амплитуды полос ПВО-спектра (максималь-

ная амплитуда интенсивности и высокая амплитуда интенсивности) в тканях семени можно кон-

тролировать изменение содержания ряда органических соединений: протеинов, липидов, сахаров, 

сложных эфиров, амидов, кетонов, альдегидов, карбоновых кислот, простых эфиров, фенолов, 

спиртов, ароматических углеводородов, ациклических соединений, алкенов, алканов и алкинов. 

Полученные результаты важны для тестирования наличия в зерне необходимых органических со-

единений или изменения их конформации в процессе селекции. К важным преимуществам метода 

ПВО-пектроскопии по сравнению с ИК-спектроскопией относятся, с одной стороны, сохранение 

нативности объекта (возможность проведения исследования без фиксации или окрашивания) и 

простая пробоподготовка, с другой — эффективная оценка содержания и конформации молекул с 

высокой чувствительностью (разрешение порядка 1,0 см1). Реализация разработанной методики 

для формирования технологии молекулярной селекции повысит рентабельность культивирования и 

эффективность селекции не только кукурузы, но и других сельскохозяйственных растений. 
 

Ключевые слова: Zea mays L., гибрид, зерно, эндосперм, перикарп, зародыш, инфракрас-
ный спектр, поверхностное внутреннее отражение.  

 

                                                                 
* В Сербии исследования финансировались Исследовательским институтом кукурузы «Земун Поле» (Бел-

град) и Факультетом физической химии Белградского университета, а также Министерством образования, 

науки и технологического развития Сербии (Projects 03E211, 03E22, TR-20014, ¹ 31028, 31037). В Россий-

ской Федерации исследования проводятся под руководством профессора Г.В. Максимова и финансиру-

ются проектом РНФ ¹ 19-79-30062. Исследование также было поддержано Междисциплинарной научно-

образовательной школой Московского государственного университета им. М.В. Ломоносова «Молекуляр-

ные технологии живых систем и синтетическая биология». 

https://teacode.com/online/udc/63/633.15.html
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В настоящее время существенное внимание уделяется разработке 

методических приемов, которые позволяют контролировать содержание и 

конформацию различных молекул в клетках и тканях растений. Инфра-

красная (ИК) спектроскопия и спектроскопия комбинационного рассея-

ния (КР) — современные методы, на основе которых успешно формиру-

ются биотехнологические подходы, позволяющие проводить генетический 

и функциональный анализ органов и тканей растений на молекулярном 

уровне, что важно для селекции сельскохозяйственных культур (1-4). Быст-

рый молекулярный мониторинг позволяет эффективно оценивать результаты 

диагностики и селекции не только в лаборатории, но и в полевых условиях. 

Кроме того, эти методы могут служить основой для новых технологий опе-

ративного и квалифицированного контроля качества поступающего сырья 

для обрабатывающей промышленности (5-7).  

Ранее с помощью ИК- и КР-спектроскопии были получены важные 

характеристики не только структуры отдельных молекул, но и изменений 

их конформации (изменение доли характерных колебаний химических свя-

зей в молекулах) (8-11). Например, с помощью КР-спектроскопии мы вы-

явили изменения в содержании и конформации молекул каротиноидов в 

хлоропластах гибридов кукурузы (7). С использованием ИК-спектроскопии 

(область 3500-3000 см−1) установлено, что в молекулах хлоропластов (вода, 

углеводы, белки) доля колебаний ОН-групп и внутри- и межмолекулярных 

Н-связей была максимальной у линии ZPPL 186, а доля колебаний N-H 

групп амидов (белки) оказалась минимальной у линии ZPPL 225. Для хло-

ропластов ZPPL 186 была характерна максимальная доля валентных коле-

баний от молекул алканов, карбоновых кислот (область 2920-2860 см−1) и 

деформационных колебаний ароматических структур (1000 см−1), а для ли-

нии M1-3-3-sdms — доля валентных колебания O=C=O связей (2300 см1). 

С помощью КР-спектроскопии (области 1250-500 см1 и 1535-1400 см1) 

было обнаружено, что различия в хлоропластах у линий кукурузы связаны 

с изменениями конформации молекул каротиноидов, а не целлюлозы. У 

всех образцов, кроме ZPPL 225, молекулы каротиноидов находились в 15-

trans форме с различной конформацией полиеновой цепи. Важно, что кон-

формация молекул каротиноидов линии ZPPL 186 характеризуется мини-

мальной величиной поворота оси молекулы вне плоскости полиеновой 

цепи и более выраженными колебаниями боковой метильной группы C-

СН3. Предполагается, что у каротиноидов из хлоропластов листьев различ-

ных линий кукурузы отсутствуют взаимодействия с ароматическими ами-

нокислотами белков (7). 

Внедрение указанных методов анализа конформации молекул в тка-

нях растений, наряду с молекулярно-генетическими технологиями, способ-

ствует формированию молекулярных методов селекции в сельском хозяй-

стве (7). 

В представленной работе с помощью спектроскопии поверхностного 

внутреннего отражения (ПВО), которая представляет собой модификацию 

ИК-спектроскопии, впервые зарегистрированы и выявлены различия в со-

держании и конформации биомолекул в зерне, эндосперме, перикарпе и 

зародыше гибридов кукурузы ZP 735. 

Нашей целью была разработка методологии спектроскопии по-

верхностного внутреннего отражения для идентификации содержания и 

конформации органических молекул в цельном семени кукурузы и в его 

тканях.  

Методика. Объектом исследования служили зерна гибрида кукурузы 

(Zea mays L.) ZP 735 (оригинатор — Maize Research Institute, Zemun Polje, 
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г. Белград, Сербия). Эндосперм, перикарп и зародыш зерна отделяли со-

гласно описанной методике (12). Агрономические, морфологические и хи-

мико-физиологические свойства гибрида кукурузы ZP 735, включая селек-

ционные, семеноводческие и технологические характеристики, подробно 

описаны в работе M. Radosavljević с соавт. (13). 

Случайным образом отбирали 30 зерен. Для получения ПВО-спек-

тров образцы целых зерен и их частей (эндосперма, перикарпа и зародыша) 

измельчали, гомогенизировали и помещали в специальную ячейку прибора. 

Для регистрации ПВО-спектров использовали спектрометр (Nicolet™ iS20 

FTIR Spectrometer, «Thermo Scientific», США) с алмазом (diamond ATR 

crystal, «Thermo Scientific», США), а для анализа спектров — пакет программ 

(«Thermo Scientific», США). Характеристики прибора были следующими: 

спектральный диапазон — 3800-375 см1, разрешение — около 1,0 см1, со-

отношение сигнал/шум — более 20000:1, линейность ординаты — 0,07 % Т, 

точность по волновому числу — 0,01 см1, максимальная скорость — 40 ска-

нирований/с. Спектры регистрировали с 32-кратными повторениями и иден-

тифицировали с помощью библиотек данных (более 1500 соединений). ПВО-

спектры сопоставляли в библиотеке данных программы Advanced ATR 

correction Algorithm («Thermo Scientific», США). 

Результаты. В тра-

диционной ИК-спектроско-

пии анализируют спектр из-

лучения света, прошедшего 

через образец, в ПВО-спек-

троскопии — регистрируют 

инфракрасное излучение, от-

раженное от поверхности об-

разца. Метод ПВО-спектро-

скопии основан на отражении пучка света на границе раздела двух фаз: 

фазы кристалла с высоким показателем преломления, входящего в состав 

прибора ПВО, и фазы (гомогенной поверхности) исследуемого образца с 

более низким показателем преломления. В процессе измерения луч света 

проникает в образец на небольшую глубину, где частично поглощается. При 

последующих облучениях это явление повторяется, и в результате регистри-

руется ПВО-спектр. 

При анализе состава 

образца с помощью ПВО-

спектроскопии вещество или 

объект размещали на поверх-

ности кристалла в приставке 

ПВО-спектрометра (рис. 1). 

Далее через кристалл под спе-

циально подобранным углом 

направлялось ИК-излучение, 

интенсивность которого за-

тем регистрировали на вы-

ходе луча света из кристалла. 

Важно, чтобы материал кри-

сталла, используемого для ПВО-спектроскопии, обладал высоким коэффи-

циентом преломления (кристаллы алмаза и селенида цинка) (рис. 2). 

Существенное преимущество ПВО-спектроскопии заключается в 

том то, что она позволяет изучать непрозрачные нативные образцы, а также 

 

Рис. 1 Оптический путь инфракрасного излучения в кри-

сталле полного внутреннего отражения при проведении 
ПВО-спектроскопии. 

 

Рис. 2. Схема устройства держателя объекта в приставке 

ПВО-спектрометра.  
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обходиться без длительной пробоподготовки объекта и проводить анализ 

непосредственно в полевых условиях. Предлагаемая методика дает возмож-

ность оценивать состояние (конформацию) и содержание различных био-

молекул в цельной ткани (например, лист, корень и т.д.). 
 

 

Рис. 3. ПВО-спектры гомогената целого зерна (А), эндосперма (Б), перикарпа (В), зародыша 
гибрида кукурузы (Zea mays L.) ZP 735. Т — коэффициент пропускания (отношение интен-

сивности света, прошедшего через образец, к интенсивности света, падающего на образец, то 

есть доля падающего света, которая проходит через испытуемый образец). 
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Доля эндосперма в зерне гибрида кукурузы ZP 735 составляла 
84,75 %, перикарпа — 5,30 %, зародыша — 9,95 % (13). ПВО-спектр гомо-

гената зерна гибрида кукурузы ZP 735 (в диапазоне от 400 см1 до 4000 см1) 
(рис. 3) характеризовался 20 полосами, которые отличались друг от друга 
амплитудой интенсивности и частотой. Все полосы ПВО-спектра как для 
гомогената целого зерна, так и для гомогенатов эндосперма, перикарпа и 
зародыша были разделены на четыре группы по амплитуде максимумов 
(Т, %).  

В целом зерне максимальную (20 % > T > 6 %) амплитуду интенсив-

ности отмечали при 3298, 2925, 1744 и 1151 см1, высокую (6 % > T > 3 %) — 

на частотах 1648, 1457 и 1077 см1, низкую (3,0 % > T > 1,0 %) — на частотах 

2854, 1541, 1413, 867 и 766 см1, очень низкую (1,0 % > T > 0,2 %) — на 

частотах 1366, 1333, 1241, 932, 607 и 576 см1 (табл. 1, 2). 

1. Характеристики полос ПВО-спектра гомогената целого зерна, эндосперма, 
перикарпа и зародыша у гибрида кукурузы (Zea mays L.) ZP 735  

Порядок регистрации  
спектральных полос 

Интенсивность 
полосы, % 

Волновое число, 

см1 

Спектральные полосы максималь-
ной и высокой интенсивности  

Ц е л о е  з е р н о  
1 20,8 3298 Протеины, липиды, карбоновые кис-

лоты, сахара, сложные эфиры, амиды, 
кетоны, альдегиды, нитросоединения, 
амины, эфиры, фенолы, спирты арома-
тические углеводороды, ациклические 
соединения, алкины, алкены, алканы 

2 12,5 2925 
3 2,9 2854 
4 7,0 1744 
5 6,1 1648 
6 1,9 1541 
7 3,6 1457 
8 1,8 1413 
9 0,8 1366 
10 0,2 1333 
11 0,4 1241 
12 8,0 1151 
13 6,0 1077 
14 9,2 1017 
15 0,2 932 
16 1,8 867 
17 1,4 766 
18 0,8 713 
19 0,2 607 
20 0,2 576 

Э н д о с п е р м  
1 17,9 3294 Карбоновые кислоты, липиды, белки, 

сахара, сложные эфиры, амиды, кетоны, 
альдегиды, нитросоединения, амины, 
эфиры, фенолы, спирты ароматические 
углеводороды, ациклические соедине-
ния, алкины, алкены, алканы 

2 4,0 2928 
3 6,0 1640 
4 2,6 1430 
5 0,8 1350 
6 1,1 1239 
7 1,2 1202 
8 6,6 1147 
9 6,0 1077 
10 12,0 1018 
11 11,8 1006 
12 0,4 926 
13 0,4 857 
14 1,8 764 
15 1,6 576 

П е р и к а р п  
1 18,0 3355 Протеины, липиды, карбоновые кис-

лоты, сахара, сложные эфиры, амиды, 
кетоны, альдегиды, нитросоединения, 
амины, эфиры, фенолы, спирты,  арома-
тические углеводороды, ациклические 
соединения, алкины, алкены, алканы 

2 0,2 3009 
3 7,0 2925 
4 0,2 2860 
5 5,0 1736 
6 2,4 1646 
7 0,2 1599 
8 1,8 1520 
9 2,0 1430 
10 2,0 1374 
11 2,5 1313 
12 4,0 1251 
13 10,0 1162 
14 11,0 1033 
15 0,2 899 
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Продолжение таблицы 1 

З а р о д ы ш  

1 5,0 3568 Протеины, липиды, карбоновые кис-

лоты, сахара, сложные эфиры, амиды, 

кетоны, альдегиды, нитросоединения, 

амины, эфиры, фенолы, спирты, арома-

тические углеводороды, ациклические 

соединения, алкины, алкены, алканы 

2 10,0 3300 

3 2,0 3009 

4 14,0 2926 

5 7,6 2854 

6 13,4 2746 

7 9,1 2655 

8 0,2 1648 

9 2,0 1578 

10 1,6 1546 

11 3,2 1538 

12 0,2 1459 

13 0,2 1415 

14 0,2 1400 

15 0,2 1377 

16 0,2 1321 

17 2,2 1237 

18 4,5 1157 

19 1,6 1141 

20 2,0 1073 

21 2,1 1052 

22 7,4 996 

23 2,0 936 

24 0,4 848 

25 0,2 721 

26 0,2 700 

27 0,2 671 

28 0,2 610 

П р и м е ч а н и е. Для всех гомогенатов были выявлены следующие колебания атомов в молекуле: симмет-

ричные и антисимметричные валентные (stretching); деформационные плоскостные ножничные (scissoring); 

деформационные плоскостные маятниковые (rocking); деформационные внеплоскостные веерные (wagging); 

крутильные внеплоскостные деформационные (twisting); дрожание, валентных связей и молекулярных 

структур (trembling). Расшифровку полос полученных нами спектров проводили согласно опубликованным 

данным (14-17). 

 

Зарегистрированные ПВО-спектры гомогената эндосперма, пери-

карпа и зародыша отличались от ПВО-спектров гомогената зерен как по 

интенсивности, так и по частоте конкретных полос. Установлено, что ам-

плитуда интенсивности полос ПВО-спектра эндосперма была максималь-

ной на частотах 3294, 1147, 1018 и 1006 см1, высокой — на частотах 2928, 

1640, 1147, 1077, 1018 и 1006 см1, низкой — на частотах 1430, 1239, 1202, 

764 и 576 см1 и очень низкой — на частотах 1350, 926 и 857 см1 (см. 

рис. 3, Б, табл. 1, 2). Интенсивность полос ПВО-спектра гомогената пери-

карпа была максимальной на частотах 3355, 2925, 1162 и 1033 см1, высокой 

на частотах 1736 и 1251 см1, низкой на частотах 1646, 1520, 1430, 1374 и 1313 

см1 и очень низкой на частотах 3009, 2860, 1599 и 899 см1 (см. рис. 3, В, 

табл. 1, 2). Интенсивность полос ПВО-спектра зародышей гибрида куку-

рузы ZP 735 была максимальной на частотах 3300, 2926, 2854, 2746, 2655 и 

996 см1, высокой на частотах 3568, 1538, 1157 и 996 см1, низкой на частотах 

1578, 1538), 1073, 1052 и 936 см−1 и минимальной на частотах 1648, 1459, 

1415, 1400, 1377, 1321, 848, 721, 700, 671 и 610 см1 (см. рис. 3, Г, табл. 1, 2). 

Важно, что ранее в наших работах колебания валентных связей функ-

циональных групп органических молекул были выявлены и в классических 

ИК-спектрах целого зерна (18, 19).  

Таким образом, мы установили, что с помощью ПВО-спектроско-

пии, основанной не на поглощении, а на отражении пучка света на границе 

раздела двух фаз (кристалла и биологического объекта), можно регистриро-

вать спектры, которые позволяют не только анализировать конформацию 

молекул различных веществ, но и определять их наличие и концентрацию 

в тканях семян. Впервые была описана структура (совокупность полос) 

ПВО-спектра гомогената зерна гибрида кукурузы ZP 735 и составляющих 
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его тканей по амплитуде характерных полос. Эти данные предлагается ис-

пользовать для исследования содержания и конформации различных мо-

лекул веществ в тканях семян по ПВО-спектрам. Такие результаты важны 

для определения наличия в зерне необходимых органических соединений 

или оценки изменения их конформации в процессе селекции.  

2. Формы колебаний валентных связей органических молекул в гомогенате це-

лого зерна, эндосперма, перикарпа и зародыша гибрида кукурузы (Zea mays L.) 
ZP 735, выявленные с помощью ПВО-спектроскопии 

Волновое число, см1 Формы колебаний валентных связей функ-

циональных групп органических молекул целое зерно эндосперм перикарп зародыш 
    Спирты (O H) 

Амины (N H), (C H) 
Алкины (C N), (C C) 
Кетоны ( C O) 
Алкены (C C) 
Эфиры (O CH2 ) 
Липиды (C O) 
Карбонильные группы (C O) (эфиры) 
Амиды (N CH2 ), ( CO N ) 
Аминогруппы ( NH ) 
Первичные амины ( CONH2) 
Карбоксильные группы ( CO2H) 
Имиды ( CO N CO ) 
Хлорангидриды ( COCl) 
Нитриты ( C N) 
Амиды (N CH2 ) 
Карбонильные группы (C O) (амиды) 
Алифатические углерод-водородные связи 
Альдегиды ( CHO) 

3298 3294 3355 3568  

2925 2928 3009 3300  

2854 1640 2925 3009 

1744 1430 2860 2926 

1648 1350 1736 2854 

1541 1239 1646 1746 

1457 1202 1599 1655 

1415 1147 1520 1648 

1366 1077 1430 1578 

1333 1018 1374 1546 

1241 1006 1313 1535 

1151 926 1251 1459 

1077 857 1161 1415 

1017 764 1033 1400 

932 576 899 1377 

867   1321 

766   1237 

713   1157 

607   1141 

576   1073 

   1052 

   996 

   936 

   848 

   721 

   700 

   671 

   610 

П р и м е ч а н и е. Расшифровку полос полученных нами спектров проводили согласно опубликованным 

данным (14, 16, 17). 

 

Представленные нами данные свидетельствуют, что с помощью ПВО-

спектроскопии можно дифференцировать состояние и содержание молекул 

веществ в тканях не только в лаборатории, но и в полевых испытаниях. При 

этом анализ ПВО-спектров по двум параметрам — максимальной и высокой 

амплитуде полос дает возможность исследовать изменения содержание и 

конформацию различных молекул в тканях семян, тогда как полосы с низкой 

и очень низкой амплитудой интенсивности, которые мы отмечали в ПВО-

спектрах зерна ZP 735, вероятно, позволяют только выявить наличие молекул, 
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присутствующих в тканях семян в низких концентрациях (следовых коли-

чествах).  

Очевидно, что предлагаемая нами новая методика исследования се-

мян требует более простой по сравнению с ИК-спектроскопией пробопод-

готовки и при этом позволяет с высокой чувствительностью исследовать 

изменения конформации и содержания отдельных биомолекул в цельной 

ткани. Ранее исследования гомогената семени проводились с помощью ИК-

спектроскопии (18, 19). Мы доказали, что полосы ИК-спектров семян ги-

бридов кукурузы аналогичны набору полос ИК-спектров чистых линий ку-

курузы: колебания валентных С—Н связей алкенов и предельных углеводо-

родов соответствуют набору полос 2852 см1, 2926 см1 и 995 см1, колебания 

валентных О—Н связей — набору полос 1161 см1 и 1082 см1 вторичных и 

третичных спиртов, а колебания валентных С=О связей белков амид I и 

амид II — набору полос 1651 см1 и 1541 см1 (20, 21). В настоящей работе 

было установлено, что полосы ПВО-спектров гомогенатов семян кукурузы 

ZP 735 аналогичны набору полос ИК-спектров: колебания валентных С—Н 

связей алкенов и предельных углеводородов соответствовали набору полос 

2854 см1, 2925 см1 и 932 см1, колебания валентных О—Н связей — набору 

полос 1151 см1 и 1077 см1 вторичных и третичных спиртов, а колебания 

валентных С=О связей амид I и амид II белков — набору полос 1648 см1 и 

1541 см1. С помощью другого метода — вибронной спектроскопии (спек-

троскопия комбинационного рассеяния) в КР-спектрах семян кукурузы 

были выявлены дополнительные сигналы, а именно полосы, характерные 

для молекулы каротиноидов (960, 1006, 1156 и 1520 см1), соответствующие 

валентным колебаниям С—С связей и делокализации -электронов в моле-

куле. Было доказано, что структура молекул каротиноидов у гибридов не-

одинакова. Минимальную длину полиеновой цепи каротиноидов семян вы-

явили у ZP 335. У остальных гибридов этот параметр практически иденти-

чен: у семян чистых линий соотношение I1520/I1156 варьировало от 1,5 (ZP 

186, ZP 225) до 1,9 (M1-3-3-sdms). С использованием КР-спектроскопии 

было установлено, что каротиноиды целых семян ZP 341 имеют минималь-

ное значение соотношения I960/I1006 среди гибридов, и оно аналогично по-

казателю для семян линий ZPPL 186 и ZPPL 225. Величина соотношения 

I1156/I1190 в КР-спектре каротиноидов была сходной у всех исследованных 

гибридов, а у семян ZP 434 выявили максимальную величину I1120/I1190. По-

следнее, вероятно, свидетельствует о высокой доле каротиноидов, связан-

ных с хлорофиллами в семени (18). Отметим, что во всех этих исследова-

ниях не были получены данные по составу и конформации метаболитов в 

различных тканях семени, что важно для селекции и генетики.  

Далее сравним некоторые наши результаты по амплитудам полос 

для разных тканей семени кукурузы при использовании ИК- и ПВО-спек-

троскопии. Методом ИК-спектроскопии было установлено, что для семян 

гибрида ZP 735 амплитуда полосы 1017 см1 максимальна в гомогенате эн-

досперма и минимальна в гомогенате зародыша. Вероятно, в этой области 

ИК-спектра (1017-1054 см1) максимумы полос обусловлены ароматиче-

скими СН-плоскими деформационными колебаниями (20, 21). В настоя-

щей работе также было установлено, что амплитуда полосы 1018-1052 см1 

ПВО-спектра максимальна в эндосперме и минимальна в гомогенате заро-

дыша. Амплитуда полосы 1648 см1 ИК-спектра была максимальна в эндо-

сперме и минимальна в гомогенате зародыша. Вероятно, эти полосы обуслов-
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лены валентными колебаниями С=О в амидах, деформационными колеба-

ниями N—H и C—N во вторичных амидах белков, пептидов и свободных 

аминокислот и также характеризуют колебания ОН-группы кристалличе-

ской целлюлозной воды (20-22). В настоящем исследовании амплитуда по-

лосы 1640 см1 ПВО-спектра тоже была максимальной в эндосперме и ми-

нимальной в гомогенате зародыша.  

Как известно, с конформационным состоянием фотосинтетических 

пигментов связана их функциональная активность (23, 24), что важно, в 

частности, для селекции. Из методов спектроскопии чаще других для иден-

тификации и исследования органических соединений в биологических объ-

ектах используется ИК-спектроскопия (25). Кроме того, следует учитывать, 

что ИК-воздействие стало одним из распространенных способов обработки 

растительного сырья (26, 27), что требует углубленного изучения ее физико-

химических эффектов. 

Отметим, что при спектроскопии поверхностного внутреннего отра-

жения регистрируется не поглощение ИК-излучения света, а его отражение 

образцом. Следовательно, одно из преимуществ ПВО-спектроскопии за-

ключается в том, что, в отличие от ИК-спектроскопии, при которой свет 

должен пройти образец насквозь, для спектроскопии поверхностного внут-

реннего отражения толщина образца не имеет значения. Кроме того, в ИК-

спектроскопии для получения полезного спектра обычно нужна дополни-

тельная подготовка: гомогенизированные образцы зерна закатывают в таб-

летку с бромидом калия (KBr, в соотношении компонентов 1:100), тогда 

как при ПВО-спектроскопии этого не требуется. Предлагаемый подход и 

оригинальный метод позволят разработать программу скрининг-исследова-

ния не только кукурузы, но и других растений при селекции, заболеваниях, 

а также при анализе воздействия на растения экстремальных факторов 

внешней среды. 

Итак, в диапазоне волновых чисел от 400 до 4000 см1 в спектрах 

поверхностного внутреннего отражения (ПВО) целого зерна, эндосперма, 

перикарпа и зародыша гибрида кукурузы ZP 735 выявлены все известные 

полосы, полученные при инфракрасной (ИК) спектроскопии. С помощью 

детектирования полос ПВО-спектра с максимальной и высокой амплитудой 

интенсивности можно контролировать изменения содержания ряда органи-

ческих соединений (протеинов, липидов, сахаров, сложных эфиров, амидов, 

кетонов, альдегидов, карбоновых кислот, простых эфиров, фенолов, спир-

тов, ароматических углеводородов, ациклических соединений, алкенов, ал-

канов и алкинов) в тканях семени. К важным преимуществам метода ПВО-

спектроскопии по сравнению с классической ИК-спектроскопией отно-

сятся, с одной стороны, простая пробоподготовка, которая не влияет на 

физико-химические свойства образца, с другой — эффективная оценка со-

держания и конформации молекул с высокой чувствительностью (разре-

шение порядка 1,0 см1). Реализация разработанной методики для форми-

рования технологии молекулярной селекции повысит рентабельность 

культивирования и эффективность селекции не только кукурузы, но и дру-

гих сельскохозяйственных растений. 
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A b s t r a c t  
 

Infrared (IR) spectroscopy and Raman spectroscopy (RS) are modern methods on the basis 

of which biotechnological approaches are being successfully developed that allow genetic and func-

tional analysis of individual plant organs and tissues at the molecular level. In the present work, using 

surface internal reflection spectroscopy (SIR), which is a modification of IR spectroscopy, differences 

in the content and conformation of biomolecules in grain homogenates and its components (endo-

sperm, pericarp, germ) of ZP 735 maize hybrids were first recorded and revealed. Our goal was to 

develop a methodology for surface SIR for the identification of organic molecules, their content and 

conformation in corn seed and its tissues. The grains of the corn hybrid (Zea mays L.) ZP 735 (origi-

nator Maize Research Institute, Zemun Polje, Belgrade, Serbia) served as the object of the study. 

Thirty grains were selected by random sampling. To obtain SIR spectra, samples of grains and their 

parts (endosperm, pericarp, and embryo) were crushed, homogenized, and placed in a special cell of 

the device. A spectrometer (FT-IR spectrophotometer, Thermo Scientific, USA) with diamond (dia-

mond ATR crystal, Thermo Scientific, USA) was used to record the SIR spectra, and a software 

package (Thermo Scientific™ ) was used to analyze the spectra. The SIR spectra were compared in 

the data library of the Advanced ATR correction Algorithm program. The SIR spectroscopy method 

is based on the reflection of a light beam at the interface between two phases: the phase of a crystal 

with a high refractive index, which is part of the SIR device, and the phase of the sample under study 

with a lower refractive index. During the measurement, the light beam penetrates to a small depth into 

the phase of the sample, where it is partially absorbed. During subsequent irradiation of the sample, 

this phenomenon is repeated, and as a result, the SIR spectrum is recorded. It has been proven that 

in the range from 400 cm-1 to 4000 cm-1 ATR spectra of whole grain, endosperm, pericarp and embryo 

of the ZP 735 hybrid are similar to the previously obtained IR spectra of grain, which indicates the 

possibility of using a new method for molecular breeding technologies. The location of the bands of 

the SIR spectrum characterizes various forms of vibrations of the valence bonds of the functional 

groups of the organic molecules of the seed, which makes it possible to identify not only the presence 

of certain molecules, but also their conformation. It has been proved that by analyzing the amplitude 

of the SIR spectrum bands (maximum intensity amplitude and high intensity amplitude), it is possible 

to control changes in the content of a number of organic compounds in seed tissues: proteins, lipids, 

sugars, esters, amides, ketones, aldehydes, carboxylic acids, simple ethers, phenols, alcohols, aromatic 

hydrocarbons, acyclic compounds, alkenes, alkanes and alkynes. The obtained results are important 

for testing the presence of the necessary organic compounds in the grain or changes in their confor-

mation during the selection process. The important advantages of SIR spectroscopy compared to IR 

spectroscopy include, on the one hand, the preservation of the nativeness of the object (the possibility 

of conducting research without fixing or staining the object) and simple sample preparation, on the 

other hand, an effective assessment of the content and conformation of molecules with high sensitivity 

(resolution about 1.0 cm-1). The implementation of the developed methodology for the formation of 

molecular breeding technology will increase the profitability of cultivation and the efficiency of breed-

ing not only corn, but also other agricultural plants. 
 

Keywords: Zea mays L., hybrid, grain, endosperm, pericarp, embryo, surface internal reflec-

tion spectroscopy.  


