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Определение соотношения связанной и свободной воды в тканях растения – один из способов
оценки функционального состояния растения. Для измерения количества фракций воды в живых
тканях используют методы, основанные на различных физических свойствах свободной и связан-
ной воды. Известно, что количество связанной воды в тканях зависит от концентрации в них гидро-
фильных соединений. Цель настоящей работы заключалась в сравнении метода высушивания над
водоотнимающим агентом и метода дифференциальной сканирующей калориметрии для определе-
ния фракций связанной и свободной воды в тканях с различным осмотическим давлением. Объек-
тами исследования являлись паренхима из сердцевины клубня картофеля и средняя часть листа
проростка пшеницы. Результат проведенного сравнения выявил ряд ограничений для каждого из
методов. При использовании метода высушивания над гигроскопичными средами необходимо учи-
тывать как концентрацию осмолитов в цитоплазме клеток, так и снижение физической проницае-
мости подсыхающей ткани для паров воды. Наиболее полно оценить количество свободной и свя-
занной воды в тканях растений позволяет метод промораживания на дифференциальном сканиру-
ющем калориметре, однако этот метод следует осторожно использовать при изучении тканей с
высоким содержанием молекул, сорбирующих воду.
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ВВЕДЕНИЕ
Вода является неорганическим бинарным со-

единением. Благодаря смещению атомов кисло-
рода, молекула воды является полярной и пред-
ставляет собой диполь. Вода – это жидкость, не
имеющая вкуса и запаха, в зависимости от усло-
вий она может находиться в трех агрегатных со-
стояниях. В растениях вода составляет до 90%
массы. Оптимальное прохождение всех физиоло-
гических процессов в растениях возможно только
при достаточном водообеспечении. Водный об-
мен является составляющей обмена веществ в
цитоплазме клетки (Алексеев, 1969). Без воды не-
возможно проникновение веществ в клетку и вы-
ход из нее, она принимает непосредственное уча-
стие в росте и увеличении массы растения. По-
ступление воды в растение и ее расход точно
регулируются, что формирует водный баланс рас-

тения. В тканях растений распределение воды
крайне неравномерное, большая часть воды нахо-
дится в протопласте клетки, около 10% депониро-
вано в клеточной стенке (Физиология и биохи-
мия…, 2000). Необходимо добавить, что оводнен-
ность тканей растений – величина непостоянная,
изменяющаяся с течением времени и под действи-
ем факторов среды.

В живых тканях вода также находится в трех
состояниях: 1) свободная вода (вода с неизменен-
ными физико-химическими свойствами), при-
сутствующая главным образом в межклеточном
пространстве; 2) слабо связанная, так называе-
мая, межфазная вода (интерстициальная), вода из
внешних слоев толстой гидратной оболочки
ионов или макромолекул; 3) сильно связанная –
это вода, связанная в первой гидратной оболочке
или включенная в мицеллы (Nishioka et al., 1984;
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Hatakeyama et al., 1987). Каждая из форм воды ха-
рактеризуется определенными физическими
свойствами и функциями. Свободная вода – наи-
более подвижная фракция, находится между гид-
ратированными ионами и коллоидами, главным
образом участвует в процессах “переноса” ве-
ществ. Оставшиеся две фракции воды слабо и
сильно связанной воды являются наименее по-
движными. Считается, что связанная вода не мо-
жет быть отнята из тканей при замораживании и
являться растворителем (Максимов, 1944). Уни-
кальное строение молекулы воды позволяет обра-
зовывать связи не только с ионами, но и крупны-
ми биологическими молекулами, поддерживая,
тем самым, их структуру. Известно, что одна мо-
лекула белка может связать от 850 до 1000 молекул
воды, а молекула целлюлозы абсорбирует на себе до
трех молей воды (Некрасов, 1973; Nakamura et al.,
1981; Hatakeyama et al., 1987; Papoian et al., 2004).

Важное значение для биологических систем
имеет соотношение фракций свободной и свя-
занной воды. Свойства внутриклеточной воды
влияют на ассоциацию и диссоциацию цитоске-
летных структур (Clegg, 1984). Интенсивность
протекания физиологических процессов в расти-
тельных тканях зависит от количества свободной
воды, а с содержанием связанной воды коррели-
рует устойчивость растений к действию неблаго-
приятных факторов (Гусев, 1974; Тарабрин, 1980).
Одним из важных свойств воды является способ-
ность к переохлаждению, то есть способность за-
мерзать при температуре ниже 0°С. Это явление
отмечено многими исследователями (Simatos
et al., 1974; Gliguem et al., 2009; Tomaszewska-Gras,
2012). Способность воды находиться в переохла-
жденном состоянии имеет особое значение в про-
цессе подготовки растения к неблагоприятному
зимнему периоду. Еще до начала сезонного сни-
жения температуры в тканях меристемы хвойных
отмечается постепенный выход воды в межкле-
точное пространство, что способствует постепен-
ному обезвоживанию клеток. Устойчивость воды
к кристаллизации при температуре ниже 0°С су-
щественно увеличивает диапазон времени для
постепенного и безопасного обезвоживания кле-
ток в процессе закаливания и формирования
криорезистентности (Миронов, Левин, 1985;
Алаудинова и др., 2007; Миронов и др., 2017).

Для определения содержания воды в расти-
тельных тканях достаточно знать массу образца
до и после высушивания. Для оценки количества
свободной и связанной воды в растительных тка-
нях используют ряд методов. Первая группа мето-
дов основана на свойстве подвижности воды. Не-
связанные молекулы воды быстро передвигаются
по градиенту концентрации. Благодаря этому
свойству количество свободной воды в растениях
возможно оценить при высушивании образцов в
герметичных сосудах над водоотнимающей сре-

дой или погружая ткани в гипертонический рас-
твор сахарозы (Думанский, 1948; Физиология
сельскохозяйственных…, 1967; Сулейманов, 1974;
Яковец, 2011). Вторая группа методов основана на
физических явлениях, проявляющихся при за-
мерзании воды, и утверждении, что к кристалли-
зации способна только свободная вода (Физиоло-
гия сельскохозяйственных …, 1967). Первый из
этой группы метод основан на измерении доли
свободной воды с помощью дилятометра. Суть
данного метода заключается в определении из-
менения объема ткани при ее замораживании
(Физиология сельскохозяйственных …, 1967;
Фращук, 1986; Гольд и др., 2008). Второй, менее
распространенный метод оценки количества
свободной и связанной воды в тканях, – калори-
метрический, в его основе лежит определение
количества выделяемого тепла при фазовом пе-
реходе вода–лед (Туманов, 1940; Физиология
сельскохозяйственных …, 1967; Ciesla et al., 2004;
Einhorn-Stoll et al., 2012; Hatakeyama et al., 2013).
Не стоит забывать и о таком методе исследова-
ния, как ядерно-магнитный резонанс, позволяю-
щий достаточно точно идентифицировать фрак-
ции воды в растительных тканях (Жолкевич и др.,
1989; Хохлова, Бочкарева, 2009).

Содержание воды и соотношение ее фракций в
растении не постоянны. Изменение количества
свободной и связанной воды зависит, главным
образом, от количества соединений с высокой
водоудерживающей способностью в клетках и
тканях. Так, в конце вегетационного периода и в
течение осени внутри клетки повышается кон-
центрация осмолитов: низкомолекулярных во-
дорастворимых белков, углеводов, аминокис-
лот, которые связывают значительное количе-
ство воды (Романова, 1970; Некрасов, 1973;
Миронов и др., 2001, 2006; Климов, 2001; Трунова,
2007; Slovakova et al., 2011). Изменение количества
водорастворимых соединений в цитоплазме без-
условно сказывается на ее осмотическом давле-
нии. Как было отмечено выше, при количествен-
ном определении фракций воды в живых тканях
используют методы, основанные на различных
физических явлениях. Возникает закономерный
вопрос: будут ли сопоставимы результаты коли-
чественного измерения фракции воды, получен-
ные методами на основе различных физических
явлений и необходимо ли при измерениях учиты-
вать осмотический потенциал растительных тка-
ней?

В настоящей работе приведены результаты
сравнительных исследований определения коли-
чества свободной и связанной воды в раститель-
ных тканях с использованием метода высушива-
ния над водоотнимающим агентом (концентри-
рованной серной кислотой) и с применением
метода дифференциальной сканирующей кало-
риметрии (ДСК). Сравнительное исследование
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методов проводилось на тканях с различным ос-
мотическим давлением (Р). Дисперсионный ана-
лиз и статистическую обработку результатов про-
водили в среде MS Excele, значимость различий
оценивали с применением многорангового теста
Дункана. Объем выборки для каждого из вариан-
тов, составлял: n = 10.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалом для исследования послужили за-

пасающая паренхима клубня картофеля Solanum
tuberosum L. и средняя часть первого листа четы-
рехдневного проростка пшеницы Triticum aes-
tivum L. Определения осмотического давления
клеточного сока в исследуемых тканях проводи-
ли плазматическим методом по Х. де Фризу
(Викторов, 1983). Приготовленные образы тка-
ней помещали в раствор сахарозы с различной
малярной массой. Изотоническим считали рас-
твор, в котором у клеток тканей наблюдался сла-
бый уголковый плазмолиз. Результаты оценки
осмотического давления клеточного сока в тка-
нях объектов показали, что уголковый плазмо-
лиз в запасающей паренхиме клубня картофеля
начинался при P ≥ 24 атм, а в листе проростка
пшеницы – при P ≥ 11 атм.

Подготовка материала для проведения измерений 
количества связанной и свободной фракций воды

Перед началом измерений клубни картофеля
были очищены от перидермы, отмыты в проточ-
ной воде. Из центральной части запасающей па-
ренхимы клубня вырезали кубики с гранью 1 см
(рис. 1). Подготовка к измерениям листа пшени-
цы заключалась в отделении его от семянки непо-
средственно перед измерением и удалении верх-
ней и нижней части листа, в измерениях исполь-
зовали среднюю часть листа.

Методика проведения измерений количества 
свободной и связанной воды с высушиванием

над водоотнимающим агентом
Подготовленный экспериментальный матери-

ал взвешивали и помещали в стеклянные бюксы.
В каждый бюкс помешали один предварительно

измельченный образец запасающей перенхимы
клубня картофеля сырой массой около 600 мг или
листа пшеницы сырой массой около 100 мг. Для
оценки содержания свободной воды, образцы в
бюксах высушивали в эксикаторе над водоотни-
мающим агентом, в качестве которого использо-
вали концентрированную серную кислоту. Об-
разцы выдерживали в герметично закрытом экси-
каторе в течение 24 ч при температуре 20–25°С.
После экспозиции экспериментальный материал
взвешивали повторно. Для оценки абсолютного
содержания воды образцы помещали в сушиль-
ный шкаф и выдерживали их до постоянной мас-
сы при температуре 105°С. Общую оводненность,
количество свободной и связанной воды в тканях
определяли согласно формулам:

(1)

(2)

(3)

где m(H2O) – масса воды, содержащейся в расти-
тельных тканях; m(H2O свобод.) – масса свободной
воды; m(H2O связ.) – масса связанной воды; m1 –
сырая масса растительных тканей; m2 – масса рас-
тительных тканей после высушивания при 105°С;
m3 – масса растительных тканей после высушива-
ния над серной кислотой.

Полученные количественные значения фрак-
ций воды в тканях выражали в долях по отноше-
нию к общему содержанию воды (табл. 1, 2).

Методика проведения измерений количества 
свободной и связанной воды с применением 

дифференциальной сканирующей калориметрии

Измерения температуры кристаллизации воды
в тканях картофеля и листа пшеницы проводили
методом дифференциальной сканирующей кало-
риметрии (ДСК) на приборе DSC-60 Shimadzu
(Япония). Подготовленный материал в количе-
стве около 30 мг помещали в алюминиевый кон-
тейнер объемом 90 мм3 и охлаждали со скоростью
1°С/мин от +5 до –30°С. Перед измерением об-
разцы ткани клубня картофеля дополнительно
измельчали до размеров 2–3 мм (рис. 2).

= −2 1 2(H O) ,m m m

= −2 1 3(H O свобод.) ,m m m

= −2 2 2(H O связ.) (H O) (H O свобод.),m m m

Рис. 1. Схема подготовки экспериментального материала. Клубень картофеля (а), вырезанная и разделенная цен-
тральная часть запасающей паренхимы клубня (б), используемая в измерениях часть ткани (в, г). Пунктиром показа-
ны линии разреза.

(а) (б) (в) (г)

1 см
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Температуру кристаллизации воды определя-
ли по началу пика фазового перехода (рис. 3). По-
сле измерений материал высушивали при 105°С
до постоянной сухой массы. Оводненность оце-
нивали согласно формуле (1). Свободную воду
оценивали по количеству воды, претерпевшей
фазовый переход, рассчитанной с использовани-
ем коэффициента удельной теплоты кристалли-
зации при фазовом переходе вода–лед 330 Дж/г
(Ciesla et al., 2004; Tomaszewska-Gras, 2012), по
формуле:

(4)
где Q – тепловой эффект при нуклеации воды,
мДж; 330 – удельная теплота льдообразования
для пресной воды, мДж/мг.

В настоящее время установлено, что в диапа-
зоне от 0 до –16°С, а по некотором данным до
‒20°С, в тканях растений замерзает фракция сво-
бодной воды, связанная вода замерзала при более
низкой температуре (Бакрадзе, 1983; Миронов
и др., 2001; Nowak et al., 2018). Существующая
связь между температурой замерзания воды и

(замер. воды) = 330 ,m Q×

свободой движения молекул воды позволяет при-
менять низкотемпературную ДСК как метод ко-
личественной оценки фракции воды в тканях
растений.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
По нашим данным средняя температура за-

мерзания воды в тканях клубня картофеля со-
ставляла –6.8 ± 0.2°С, в тканях листа пшеницы –
–8.8 ± 0.5°С. Полученные значения температуры
замерзания воды указывают на то, что фазовый
переход претерпевала фракция свободной воды.

Согласно результатам измерений, оводнен-
ность тканей клубня картофеля и листа пшеницы,
оцениваемая как разница между сырой и сухой
массой были близки по значениям (табл. 1, 2).
Распределение долей свободной и связанной во-
ды по данным метода сушки над серной кислотой
у исследуемых образцов было различно. Парен-
хима клубня картофеля содержала около 8% сво-
бодной и 73% связанной воды, а ткани листа пше-
ницы, напротив, содержали больше свободной
воды – около 60%, доля связанной воды состав-
ляла 25%.

Оценка методом ДСК не выявила существен-
ных различий в соотношении фракций воды меж-
ду исследуемыми образцами. Содержание сво-
бодной воды в клубне картофеля было более 66%
а связанной – около 16% (табл. 1). Калориметри-
ческие измерения листа пшеницы показали, что в
нем содержалось около 71% свободной и 13% свя-
занной воды (табл. 2).

Необходимо сказать, что процесс испарения
воды, имеющий физическую основу в живых си-

Таблица 1. Оводненность, доля свободной и связанной воды в тканях паренхимы клубня картофеля

Примечание: * – различия значимы на уровне p ≤ 0.05. Здесь и в табл. 2 и 3.

Статистические
параметры

Оводненность, % Свободная вода, % Связанная вода, %

сушка над
конц. H2SO4

по данным
ДСК

сушка над
конц. H2SO4

по данным
ДСК

сушка над
конц. H2SO4

по данным
ДСК

Среднее значение
и ошибка

81.0 ± 1.1 83.0 ± 1.2 7.6 ± 1.3 66.7 ± 2.9* 73.4 ± 1.1 15.9 ± 3.0*

Минимум 75.9 76.2 3.0 48.9 68.9 6.0
Максимум 85.0 90.8 15.4 79.0 81.8 32.6

Таблица 2. Оводненность, доля свободной и связанной воды в тканях листа проростка пшеницы

Статистические 
параметры

Оводненность, % Свободная вода, % Связанная вода, %

сушка над конц. 
H2SO4

по данным
ДСК

сушка над конц. 
H2SO4

по данным
ДСК

сушка над
конц. H2SO4

по данным
ДСК

Среднее значение 
и ошибка

86.0 ± 0.1 84.6 ± 0.4* 60.6 ± 2.0 71.3 ± 1.1* 25.4 ± 2.0 13.2 ± 1.0*

Минимум 84.9 82.5 52.8 66.7 10.9 6.5
Максимум 86.5 86.9 74.0 76.0 33.2 17.5

Рис. 2. Схема подготовки экспериментального мате-
риала из клубня картофеля для измерения на ДСК.
Исходный объем ткани (а), линии разделения исход-
ного объема ткани (б), помещаемая в алюминиевый
контейнер часть клубня картофеля (в). Пунктиром
показаны линии разреза.

1 см 2–3 мм

(а) (б) (в)
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стемах, является нелинейным. По мере убыли во-
ды из живых тканей возрастает концентрация
осмолитов, что неминуемо приводит к снижению
скорости потери влаги на уровне клетки, ткани,
органа. Расхождение данных, полученных кало-
риметрически и при сушке над серной кислотой,
может быть связано с рядом факторов, начиная с
влияния осмотического давления цитоплазмы
клеток на снижение скорости испарения воды,
заканчивая формированием “корки” – слоя вы-
сохших клеток на поверхности тканей, препят-
ствующей испарению воды, или в целом сокра-
щение площади испарения.

Поскольку результаты измерений фракций во-
ды у тканей клубня картофеля, получаемые мето-
дом сушки, могут зависеть от выше описанных
факторов, оценку связи между осмотическим
давлением цитоплазмы клеток и количеством
связанной воды в тканях проводили на основа-
нии метода ДСК. Результаты калориметрических
измерений не позволяют однозначно сказать о
существовании четкой связи между осмотиче-
ским давлением и количеством связанной воды в
тканях растений. Так, при осмотическом давле-
нии в клубне картофеля P ≥ 24 атм содержание
связанной воды составляло 16%, в то же время со-
держание связанной воды в листе проростка пше-
ницы с осмотическим давлением P ≥ 11 атм было
всего на 3% меньше.

Дополнительно были проведены измерения
количества водных фракций в тканях клубня кар-
тофеля и листа проростка пшеницы до и после
сушки над серной кислотой с использованием
метода ДСК.

Было установлено, что после суток нахожде-
ния тканей клубня картофеля в эксикаторе над
серной кислотой их оводненность снизилась в 1.3
раза (табл. 3). Уменьшение оводненности тканей
клубня картофеля было связано с убылью воды
как из фракций свободной, так из фракции свя-
занной воды. Необходимо отметить, что количе-
ство убывшей связанной воды (0.5 мг/мг сухой
массы) почти не уступало количеству убывшей
свободной воды (0.7 мг/мг сухой массы). Иная за-
висимость потери влаги выявлена у листа про-
ростка пшеницы. Несмотря на уменьшение овод-
ненности тканей листа в 1.5 раза, снижение было
вызвано испарением свободной воды, в то время
как количество связанной воды значимо не изме-
нилось, а ее отношение к общему водосодержа-
нию вполне закономерно возросло (табл. 3).

Выявленное изменение количества связанной
воды в клубне картофеля после его высушивания
над серной кислотой, по нашему мнению, может
быть обусловлено содержанием значительного
количества крахмала, гиброфильные группы ко-
торого адсорбируют воду. Известно, что сорбиру-
емые в зернах крахмала молекулы воды находятся
в трех состояниях: свободные, первично адсорби-
рованные (сильно связанные) и вторично адсор-
бированные; при этом, доля связанной воды в на-
тивных зернах крахмала не зависит от степени их
гидратации (Угрозов и др., 2008; Белопольская
и др., 2012). Можно полагать, что обнаруженное
методом ДСК разное количество связанной воды
в тканях клубня картофеля в исходном состоянии
и после сушки над водоотнимающей средой, свя-
зано с убылью вторично связанной воды из кол-

Рис. 3. Термограмма кристаллизации воды в образце.
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лоидов. По-видимому, в данном случае примене-
ние метода ДСК имеет ограничения при исследо-
вании: фракции молекул воды, степень связи
которых с субстратом одновременно не позволяет
им выстраивать кристаллическую решетку льда
при понижении температуры, но и не препят-
ствует их перемещению вдоль градиента концен-
трации паров при высушивании.

В целом, несмотря на существующие разно-
гласия в получаемых данных, нельзя говорить о
неприменимости какого-либо из методов для ко-
личественной оценки связанной и свободной во-
ды в тканях растений. Следует полагать, что для
корректной интерпретации полученных резуль-
татов как при использовании метода высушива-
ния над концентрированной серной кислотой,
так и метода промораживания с применением
ДСК, необходимо учитывать физиологические и
структурные особенности изучаемого объекта.

Использование метода высушивания в воз-
душной среде с низким содержанием паров воды
применительно к запасающим тканям, таким как
запасающая паренхима клубня картофеля, необ-
ходимо учитывать как высокое содержание осмо-
литов, так и возможное влияние на скорость ис-
парения воды повышения плотности подсыхаю-
щей ткани. Эффект торможения испарения влаги
вследствие повышения плотности ткани можно
снизить, если максимально диспергировать мате-
риал, однако полностью его исключить по-види-
мому нельзя. Применение метода ДСК позволяет
наиболее полно оценить количество свободной и
связанной воды в тканях растений, однако и этот
метод имеет ограничения при изучении тканей с
высоким содержанием сорбирующих воду моле-
кул. Получаемые результаты о количестве связан-
ной воды в данном случае могут быть завышены,
что было показано на тканях клубня картофеля.
Наименьшие разногласия между сравниваемыми
методами по соотношению фракций воды были
получены при использовании в качестве объекта
исследования листа пшеницы. Сопоставимость
данных, полученных разными методами при
оценке фракций воды у листа пшеницы, может
быть следствием как меньшего содержания осмо-

литов, так и большей проницаемостью его тканей
для паров воды.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, для количественной оценки

фракций свободной и связанной воды в расти-
тельных тканях необходимо внимательно подхо-
дить к подбору метода исследования изучаемого
объекта. Для верной интерпретации полученных
данных необходимо учитывать физиологические
и структурные особенности изучаемого объекта.
На результаты, получаемые методом высушива-
ния над гигроскопичными средами, могут ока-
зать существенное влияние как концентрация
осмолитов в цитоплазме клеток, так и снижение
физической проницаемости подсыхающей ткани
для паров воды. Наиболее полно оценить количе-
ство свободной и связанной воды в тканях расте-
ний позволяет метод промораживания на диффе-
ренциальном сканирующем калориметре, однако
и этот метод имеет ограничения при изучении
тканей с высоким содержанием сорбирующих во-
ду молекул.
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Definitions of Free and Bound Water in Plants, a Comparative Analysis of the Drying 
Method over a Dewatering Agent and Differential Scanning Calorimetry

R. V. Malyshev*
Institute of Biology, Komi Scientific Center, Ural Branch, Russian Academy of Sciences, Syktyvkar, Russia

*e-mail: malrus@ib.komisc.ru

The article presents the results of a comparative study of two methods of drying over a water-removing medi-
um and the DSC method. Measurements of the amount of free and bound water were performed in plant tis-
sues with different osmotic pressure of the cytoplasm. The results of the comparison revealed a number of
limitations for both methods. It is necessary to take into account the physiological and structural features of
the object under study. The most complete estimation of the amount of free and bound water in plant tissues
is possible by the method of freezing on a differential scanning calorimeter, but this method also has limita-
tions when studying tissues with a high content of water-sorbing molecules.

Keywords: free water, bound water, dewatering agent, osmotic pressure, differential scanning calorimetry
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