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Целью работы было получение препарата, обогащенного цинковым производным феофитина, из 
срезанных листьев озимой пшеницы Triticum aestivum L. Сначала проводили феофитинизацию хло-
рофилла и вымывание из листьев фенольных веществ, Mg2+ при рН 3.5–4.0 с добавкой ЭДТА-Na, 
затем инкубацию с ZnCl2, листья высушивали и хранили в темноте. Экстракцию цинковых произ-
водных проводили 2-кратной обработкой этанолом. Для увеличения выхода проводили повторную 
металлизацию. Полученный препарат соответствовал Zn-феофитину а и b по данным спектрофлу-
ориметрии и тонкослойной хроматографии. Обсуждаются перспективы использования препарата 
Zn-феофитина, обладающего антиоксидантной и антивирусной активностью.
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ВВЕДЕНИЕ
Хлорофиллы выполняют ключевую роль 

в  фотосинтезе  – уникальном природном ме-
ханизме преобразования энергии солнечного 
света. Благодаря фотосинтезу в  земной атмос-
фере присутствует кислород, создалась биос-
фера, обеспечивающая продуктами питания 
животных и  человека. Препараты хлорофил-
ла и  его химические производные в  последние 
годы находят успешное применение в  качестве 
пищевых красителей [1], лекарственных средств 
лечения онкологических  [2], вирусных заболе-
ваний [3, 4]. Образование новых штаммов виру-
сов, проблемы получения эффективных вакцин 
и  вакцинации ставят задачу разработки альтер-
нативных средств на базе растительных физио
логически активных веществ, в  том числе на 
основе хлорофилла  [5], для лечения и  профи-
лактики вирусных заболеваний. Антивирусную 
активность против COVID-19 проявляют пре-
параты Zn-хлорофилла  [6] и  феофорбида А  [7] 
пока в  экспериментах на клеточных культурах, 
зараженных вирусом.

Для исследования антивирусной активно-
сти производных хлорофилла и  возможности 
их внедрения в  практику борьбы с  вирусными 
эпидемиями [8], актуально усовершенствование 
методов их синтеза непосредственно в  тканях 
растений. Синтез Zn-хлорофилла происходит 

в водных растениях [9, 10], клетках Chlorella, вы-
ращенных в  темноте  [11], и  в листьях пшени-
цы в  условиях засухи при внесении удобрений, 
включающих ионы Zn  [12–14]. Вопрос о  воз-
можности использования таких растений для 
выделения Zn-хлорофилла остается открытым. 
С другой стороны, в этом и не было необходимо-
сти, так как для его получения достаточно заме-
нить ионы Mg2+ на Zn2+ в препарате хлорофилла, 
очищенном хроматографически  [15]. Разработ-
ка технологии возможна, как мы предполагаем, 
без получения очищенного и  дорогостоящего 
хлорофилла. С  учетом технологии “зеленого 
окрашивания” пищевых продуктов основан-
ного на взаимодействии металлов с  феофити-
ном  [16–18], представляется реальным синтез 
Zn-феофитина в  срезанных листьях растений 
и  получение препаратов, обогащенных этим 
биологически активным веществом.

Целью настоящей работы является синтез 
аналога хлорофилла  – Zn-феофитина в  сре-
занных листьях озимой пшеницы и  получение 
препаратов на его основе. В  задачи входили: 
отработка стадий феофитинизации хлорофил-
лов в  листьях, вымывание из них фенольных 
веществ, ионов Mg2+, повторная металлизация 
ионами Zn2+, хроматографический и  спектро-
флуориметрический контроль полученного 
продукта.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе использовали ZnCl2, ЭДТА-Na (“Ap-

pliChem”, Германия), этанол, метанол, ацетон 
(“Химмед”, Россия), деионизированную воду, 
жидкий азот, пластины С18 (“Watman”, США), 
спектрофлуориметр Hitachi-850 (“Hitachi”, Япо-
ния), микроцентрифугу Hettich Universal 32R 
(“Hettich”, Германия), блендер, камеру для ТСХ.

Синтез Zn-феофитина проводили в  срезан-
ных листьях озимой пшеницы Triticum aestivum L. 
сорта Московская 56, взятых с  поля весной на 
стадии трубкования. Листья промывали водой, 
затем инкубировали 2 сут. при перемешивании 
в  10 мМ ЭДТА-Na (в  контрольном варианте 
ЭДТА-Na не добавляли), подводили рН до 3.5–
4.0. Экстракт удаляли, листья отмывали водой, 
сменяя несколько раз до полного исчезновения 
окраски в  отмывке, затем листья высушивали 
при естественных условиях. Высушенные листья 
измельчали, переносили в  100  мМ Na-K фос-
фатный буфер (рН 5.5), содержащий 50–100 мМ 
ZnCl2 и  инкубировали 2  сут. при  комнатной 
температуре в темноте при перемешивании, от-
мывали от несвязавшихся ионов Zn2+ в  том  же 
буфере. Экстракт фильтровали через капро-
новое полотно и  центрифугировали при 5000 g 
3–5 мин, высушивали и хранили в темноте. Экс-
тракцию Zn-феофитина проводили в этаноле.

Повторную металлизацию (реметаллизацию) 
проводили инкубацией этанолового экстракта 
с 10 мМ ZnCl2 (2 сут.) при комнатной температу-
ре, разбавляли дистиллированной водой в 10 раз 
и осаждали Zn-феофитин центрифугированием 
при 5000 g, 5 мин. Формирование Zn-феофитина 
контролировали спектрофлуориметрически при 
77К в этаноловом экстракте.

ТСХ проводили на пластинах силикагеля 
(“Analtech INC”, США) С18, 10 × 20 см, 250 мк 
элюентом ацетон/метанол/хлороформ (56/30/14 
об/об/об).

РЕЗУЛЬТАТЫ
На рис. 1 показана схема синтеза Zn‑фео

фитина в  листьях пшеницы и  реметаллизации 
в  этаноловом экстракте. Из  рис. 1 аII1 и  бII4 
видно, что интенсивность окраски (концентра-
ция пигментов) этанолового экстракта метал-
лизированного Zn2+ феофитина больше в  опы-
те  б. Центрифугирование экстрактов приводит 
к  осаждению агрегатов и  мелких фрагментов 
мембран тилакоидов (рис. 1 аII2 и бII5). Повтор-
ная экстракция этанолом этих осадков и осажде-
ние агрегатов центрифугированием свидетель-
ствует об отсутствии пигментов в осадке (рис. 1 
аII3 и бII6).

Реметаллизация с  Zn2+ этанолового экс-
тракта в  опыте с  обработкой сухих листьев без 
(рис. 1аIII) и с добавлением ЭДТА-Na (рис. 1бIII) 

демонстрирует полное превращение феофити-
на в  Zn-феофитин (рис. 1аIII2 и  1бIII5). Так-
же в  этом случае повторная экстракция осадков 
этанолом подтверждает практически отсутствие 
в  них Zn-феофитина (рис. 1 аIII3 и  бIII6), что 
свидетельствует о полной экстракции продукта.

На рис. 2 представлены спектры низкотем-
пературной флуоресценции листьев пшеницы. 
Видно, что после высушивания и  феофити-
низации произошли значительные изменения 
в положении и интенсивности максимумов флу-
оресценции. В  спектре 1 (рис. 2а) наблюдает-
ся интенсивная флуоресценция с  максимумом 
669  нм, характерная для флуоресценции фео-
фитина а  при 77К  [19], уменьшилась интенсив-
ность флуоресценции хлорофилла а при 725 нм 
(ФС1), т.е. не  завершилась феофитинизация 
хлорофилла ФС1. В  зеленом листе пшеницы 
интенсивность максимума 725 нм значитель-
но преобладает по сравнению с  максимумами 
флуоресценции ФС2 (685 и 695 нм) [20]. Неоди-
наковая доступность хлорофилл-белковых ком-
плексов ФС1 и  ФС2 при внешних изменениях 
рН в мембранах влияет на феофитинизацию, что 
подтверждается спектром 1 (рис. 2а). В спектре 
2 (рис. 2а) показаны изменения флуоресцен-
ции листьев после проведения металлизации. 
Видно возрастание интенсивности максимума 
феофитина b (655  нм) по сравнению с  его низ-
кой интенсивностью в  спектре флуоресценции 
листа после феофитинизации (рис.  2а1). Этот 
факт можно объяснить заменой ионов Mg2+ 
на ионы Zn2+ в хлорофилле b, не подвергнутом 
феофитинизации. Резкое понижение интен-
сивности флуоресценции ФС1 (рис.  1а2), ве-
роятно, происходит при обмене ионов Mg2+ на 
ионы Zn2+ и превращение хлорофилла а  в фео-
фитин  а  (рис. 2а, максимум 669  нм, спектр  2). 
На  рисунке 2б представлен спектр низкотем-
пературной флуоресценции этанолового экс-
тракта листьев пшеницы до и после повторной 
металлизации. В металлизированном экстракте 
и  его спектре флуоресценции присутствова-
ли фракции феофитина b (рис. 2б, кривая  1б, 
максимум флуоресценции 655 нм) и  феофи-
тина а  (рис. 2б, кривая 1а, максимум флуо-
ресценции 669 нм), согласно  [19]. Оказалось, 
что повторная металлизация с  Zn2+ приводит 
к  динамическому изменению окраски, кото-
рая сразу при добавке металла изменилась на 
бурую. Инкубация исследуемого экстракта 
с Zn2+ приводит к исчезновению бурой окраски 
и  приобретению полностью синей. На  рис.  2б 
в  спектре 2 повторно металлизированного 
экстракта наблюдался только один максимум, 
длина волны которого больше, чем длина вол-
ны максимума флуоресценции феофитина b 
(рис. 2б, 1b) и меньше, чем длина волны макси-
мума флуоресценции феофитина а (рис. 2б, 1а). 
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Рис. 1. Схема синтеза Zn-хлорофилла в листьях пшеницы до (I, II) и после реметаллизации с Zn2+ (III) без (а) и при 
добавлении ЭДТА–Na (б). I  – Феофитинизация хлорофиллов инкубацией листьев при рН 3.5–4.0 при переме-
шивании до смены окраски с зеленой на бурую, отмывка дистиллированной водой до прекращения выхода окра-
шенных веществ и повышения рН до 5.5–6.5 в среде. II – Металлизация феофитина инкубацией листьев с 100 мМ 
ZnCl2 при рН 5.5 до прекращения изменения окраски с буро-зеленой на сине-зеленую, отмывка дистиллированной 
водой, сушка, хранение в темноте, измельчение в блендере, экстракция этанолом, центрифугирование при 5000 g, 
5 мин. 1, 4 – этаноловый экстракт листьев пшеницы; 2, 5 – супернатант и осадок после металлизации; 3, 6 – по-
вторная экстракция этанолом осадка после металлизации (2, 5). III – Реметаллизация добавлением 10 мМ ZnCl2 
в этаноловый экстракт, инкубация 2 сут, разбавление дистиллированной водой в 10 раз и осаждение Zn-феофитина 
центрифугированием при 5000 g, 5 мин. 1, 4 – этаноловый экстракт после реметаллизации; 2, 5 – супернатант и оса-
док после реметаллизации; 3, 6 – повторная экстракция этанолом осадка после реметаллизации (2, 5).
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Таким образом, в  спектре флуоресценции эта-
нолового экстракта максимум Zn-феофитина 
перекрывается максимумами феофитина а и b.

На рис. 3 представлены результаты ТСХ по-
лученных препаратов. На хроматограмме 1 (экс-
тракт сухих листьев) видно присутствие полос 
хлорофиллов а  и b, феофитина а,  каротина, на 
старте видны зоны, в  которых находятся ХБК 
ФС1 и  ФС2. Оказалось, что большая часть экс-
трагированного из листьев феофитина не вклю-
чала ионы Zn2+, вероятно, из-за неоптимальных 
условий металлизации, например температуры, 
рН, недоступности ионов Zn2+ (рис. 3, дорожки 2 
и 3). Дополнительная металлизация экстрагиро-
ванного из листьев феофитина приводила к из-
менению окраски первого экстракта от буро-зе-

леной к  синей и  образованию Zn-феофитина 
(рис. 3, дорожка 4), имеющего в красной области 
спектра флуоресценции один максимум (рис. 2б, 
спектр 2).

Чередование процедуры высушивания, фео-
фитинизации, отмывания низкомолекулярных 
компонентов из листьев перед металлизацией 
способствует созданию благоприятных условий 
для интеграции ионов металла в молекулу феофи-
тина. В  работе  [16] подчеркивается важная роль 
природы органического растворителя при моде-
лировании конформации феофитина для опти-
мального вхождения в  макроцикл хлорофилла 
атомов тяжелых металлов. Мы  изучали влияние 
растворителей (вода и  этанол) на металлизацию 
феофитина. Для  этого использовали пластины 
для ТСХ после разделения ацетонового экстракта 
из листьев и длительного хранения ее в темноте. 
Зоны хлорофиллов а и b превращались в феофи-
тины  [17] и  их возможно было металлизировать. 
На  рис.  4, а1 и  а2 представлены результаты син-
теза Zn-феофитина на пластине для ТСХ после 
разделения хлорофиллов и  хранения пластины 
длительное время. Интенсивность окрашенной 
зоны (рис. 4 а1) в  результате длительного хра-
нения снизилась на 80% (рис. 4 а2). На  участок 
феофитинизированного хлорофилла наносили 
10 мкл спиртового раствора 1 М ZnCl2, затем по-
догревали в потоке горячего воздуха и через 2–3 
мин наблюдали изменение серо-бурой окраски 
на синюю (рис. 4 а2). Нанесение 10 мкл 1 М во-
дного раствора ZnCl2 (рис. 4 б2) на поверхность 
зоны, содержащей феофитин не изменяло окра-
ски, даже при длительной инкубации в  течение 
2 сут. Причинами отсутствия включения Zn2+ 
в зоне б2 в водном растворе может быть неподхо-
дящая конформация феофитина.

600 650 700 750
нм

1

2

(а)

50

100

600 650 700И
нт

ен
си

вн
ос

ть
 ф

лу
ор

ес
це

нц
ии

, о
тн

. е
д.

И
нт

ен
си

вн
ос

ть
 ф

лу
ор

ес
це

нц
ии

, о
тн

. е
д.

750
нм

а

(б)

1
2

b

100

50

Рис. 2. Спектры флуоресценции при 77 К. (а) – ли-
стья пшеницы после феофитинизации (1) и металли-
зации с ионами Zn2+ (2); (б) – этаноловый экстракт 
сухих листьев пшеницы до (1) и  после повторной 
металлизации (2). К  экстракту добавляли 10 мМ 
ZnCl2 в этаноле (1), инкубировали 2 сут. при 23°С (2);  
а – максимум флуоресценции феофитина а; b – мак-
симум флуоресценции феофитина b [19].

Карот

Старт

Фео

Zn-фео. а
Zn-фео. b

Хл. а
Хл. b

1 2 3 4

Рис. 3. ТСХ препарата Zn-феофитина (4), получен-
ного металлизацией с  ZnCl2. Феофитин был полу-
чен обработкой сухих листьев пшеницы (1) при рН 
3.5–4.0. 1 – экстракт сухих листьев; 2, 3 – экстракт 
листьев после феофитинизации; 4  – экстракт ли-
стьев после замещения Mg2+ на Zn2+ и  повторной 
металлизации с Zn2+ (рис. 1, III 5).
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ОБСУЖДЕНИЕ
Получение Zn-феофитинов а  и b предусма-

тривает использование препаратов хлорофил-
лов а  и b, феофитинизацию, и  замену ионов 
Mg2+ на ионы Zn2+ в  тетрапиррольном макро-
цикле [15]. Процедуры такой замены достаточно 
просты и воспроизводимы [16, 18, 21, 22]. Одна-
ко масштабированное производство хромато-
графически очищенного Zn-феофитина требует 
затрат на получение высокоочищенных препа-
ратов хлорофилла, использование хроматогра-
фического оборудования, токсичных и  огнео-
пасных растворителей. В нашей статье описана 
методика получения препарата, обогащенного 
Zn-феофитином без использования хроматогра-
фически очищенного хлорофилла, проведением 
его синтеза в  срезанных листьях пшеницы. Та-
кой синтез ранее проводился в  срезанных ли-
стьях пандана (Pandanus amaryllifolius)  [23], чая 
мате (Ilex paraguariensis) [24], а также с использо-
ванием экстракта шпината [25].

Мы проводили феофитинизацию хлоро-
филлов в  срезанных листьях пшеницы при до-

статочно низком рН, в  присутствии ЭДТА-Na, 
затем отмывали фенольные вещества, ионы 
Mg2+ и  металлизировали феофитин цинком. 
Добавление ЭДТА-Na в среду способствует бо-
лее эффективной металлизации (рис. 1б). По-
ложительный эффект ЭДТА-Na можно объяс-
нить образованием хелатов Zn-ЭДТА, которые, 
вероятно, облегчают проникновение ионов 
Zn2+ через эпидермис, устьица в  клетки и  ти-
лакоиды хлоропластов. Известно  [26], что при 
корневой подкормке пшеницы ионами Zn2+ 
в  форме Zn-ЭДТА хелата наблюдалось повы-
шенное накопление этого иона в листьях и зер-
не, что очень важно для решения проблемы 
дефицита Zn2+ в хлебе из пшениц, произраста-
ющих на почвах, обедненных по цинку. Одна-
ко остается открытым вопрос о  возможности 
синтеза Zn-феофитина при такой подкормке. 
Проведенный нами синтез Zn-феофитина сна-
чала в целых, затем в измельченных листьях по-
казывает возможность такого синтеза не только 
в  срезанных, но и,  вероятно, в  вегетирующих 
листьях пшеницы.

Использование в  практике растениевод-
ства концентраций ионов Zn2+ на один  – два 
порядка меньше по сравнению с использован-
ной нами, вероятно, можно объяснить раз-
личными механизмами взаимодействия ионов 
цинка с вегетирующими и срезанными листья-
ми. По  нашим наблюдениям эффективность 
используемой концентрации Zn2+ зависит от 
некоторых факторов. Один из них  – предва-
рительное удаление из листьев фенольных 
веществ, т.к. они могут экстрагироваться вме-
сте с  Zn-феофитином и  окисляясь, снижать 
качество препарата. Чрезмерно высокие кон-
центрации Zn2+ (более 100 мМ), использован-
ные для металлизации феофитинов в  листьях 
пшеницы, негативно влияли на экстракцию 
Zn‑феофитина: листья имели вид усохших, 
даже при замачивании в воде, при этом умень-
шался выход Zn-феофитина. Такой эффект 
можно объяснить дублением белков листа при 
высокой концентрации цинка [27].

Результаты нашей работы позволяют предпо-
ложить два механизма связывания ионов цинка 
с  хлорофиллом и  феофитином в  срезанных ли-
стьях пшеницы. По одному из них в центре ма-
кроцикла хлорофилла идет обмен ионов Mg2+ 
на ионы Zn2+, а  по-другому, Zn2+ хелатируется 
кетоэфирными группами по периферии макро-
цикла [28].

Феофитинизация хлорофилла в  срезанных 
неизмельченных листьях (рис. 1 а1, б1) не была 
оптимизирована так, чтобы все участки каждо-
го отдельного листа превращались из зеленых 
в  бурые, т.е. процент феофитинизованных до-
стигал 100%. В  литературе предлагаются спо-
собы металлизации феофитина ионами Zn2+ 

(а)

1

2 2

1

(б)

Рис. 4. Включение ионов Zn2+ в  феофитин на пла-
стине силикагеля для ТСХ. (а)  1  – зона Хл а  + b, 
сразу после ТСХ, 2 – та же зона Хл а + b после дли-
тельного хранения аэробно при комнатной темпе-
ратуре в темноте. На поверхность зоны (обозначена 
кружком) нанесено 10 мкл 1 М ZnCl2  [17] в  спир-
те. Видно изменение окраски, свидетельствующее 
о включении Zn2+ в феофитин. (б) – зона феофити-
на на пластине ТСХ после хроматографии этаноло-
вого экстракта листьев пшеницы, инкубированных 
при рН 4.0 и отмытых с помощью ЭДТА-Na от ио-
нов Mg2+, фенольных веществ. 1 – на участке зоны 
(обозначена кружком) нанесено 10 мкл 1 М ZnCl2 
в спирте, 2 – на участке зоны (обозначена кружком) 
нанесено 10 мкл 1 М ZnCl2 в воде.
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c прогреванием слабо зеленых груш при 94°С, 
20 мин  [29], листьев Pandanus при температуре 
110°С, затем инкубацией с  ионами Zn2+ и  экс-
тракцией Zn‑хлорофилла этанолом  [23], обра-
боткой гомогената шпината пульсирующими 
электрическими полями высокой напряженно-
сти (20–100  кВ/ см) на протяжении нескольких 
наносекунд в присутствии ионов цинка [30]. В ци-
тированных работах отсутствуют данные о 100% 
превращения Mg-хлорофилла в  Zn‑хлорофилл. 
Однако феофитинизацией при бланшировании, 
т.е. кратковременной обработкой листьев паром, 
кипятком, можно достичь 100% удаления ионов 
Mg2+ из хлорофилла, но на следующем этапе ме-
таллизации с  помощью ионов Zn2+ достичь вы-
сокой эффективности практически невозможно. 
Кроме того, нагревание хлорофилла и  его про-
изводных приводит к деградации. Показано, что 
длительное нагревание листьев модифицирует 
хлорофилл в  результате декарбоксиметаллиро-
вания и  образования пирофеофитинов  [30–32]. 
Поэтому мы не использовали прогревание в на-
шей работе. Нельзя полностью исключить обрат-
ное встраивание в  феофитин освободившихся 
ионов Mg2+. Эта возможность пока недостаточно 
изучена. Мы  ее учитывали, что подтверждает-
ся более интенсивной синей окраской листьев, 
из которых ионы Mg2+ были удалены отмывкой 
с ЭДТА-Na (рис. 1б).

В известной нам литературе, патентах отсут-
ствуют доказательства синтеза Zn-феофитина 
в пшенице при внекорневой подкормке ионами 
Zn2+. Более того, результаты, полученные при 
использовании других растений, свидетельству-
ют в пользу выбранного нами пути синтеза с ис-
пользованием срезанных листьев. Так,  синтез 
Zn-хлорофилла происходит в  клетках Chlorella 
только при гетеротрофном росте, в темноте, по-
сле накопления феофитина, Zn-хлорофилл син-
тезируется прямым включением ионов цинка 
в молекулу феофитина [11].

Перспектива возможного применения пре-
парата Zn-хлорофилла для профилактики и  ле-
чения вирусных заболеваний, прежде всего 
COVID-19, в  литературе активно обсуждает-
ся [5–8]. Предлагаемый нами способ получения 
Zn-феофитина в  срезанных листьях пшеницы 
перспективен, так как, во-первых, позволяет 
исследовать фундаментальные особенности вза-
имодействия тяжелых металлов с хлорофиллом, 
во-вторых, возможно применение препаратов 
Zn-феофитина в  профилактике и  лечении ви-
русных болезней наряду с методом вакцинации. 
Известные цинксодержащие и  хлорофиллсо-
держащие препараты, необходимые для стиму-
ляции иммунитета являются искусственными 
и  имеют ряд противопоказаний. Возможная за-
мена на Zn-феофитин является более экологич-
ной, т.к. содержит природное соединение.
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