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Выполнено исследование морфологических и оптических характеристик с эпитикулярного вос-
кового слоя голубой ели (Picea pungens). Методом сканирующей электронной микроскопии вы-
явлены структурные единицы — трубочки диаметром 150-200 нм и длиной 3–5мкм. Обнаружен
эффект иризации от доменов воскового слоя. В отраженном свете домены имею голубую окраску,
при наблюдении в проходящем свете приобретают розоватый оттенок. Эти оптические характери-
стики являются основными признаками фотоннокристаллической структурой. Проведено численное
моделирование спектра пропускания с выявленными структурными оптическими параметрами с ис-
пользованием метода трансфер матриц. Спектр максимума флуоресценции совпадает с дефектной
модой рассчитанного спектра пропускания.
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ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время внимание многих исследователей
привлечено к изучению влияния структуры зеленого
листа растений на эффективность фотосинтеза. Совре-
менные состояния и проблемы наиболее полно пред-
ставлены в обзорах [1, 2]. Особый интерес представ-
ляет первый оптический этап фотосинтеза, который
оказался наименее изученным из-за сложности стро-
ения и большого изменения структурных параметров
под влиянием внешних воздействий.

Благодаря современному развитию эксперименталь-
ных методов электронной микроскопии в условиях низ-
ких температур выявлена длиннопериодическая струк-
тура в иридопластах и хлоропластах [3], в которых
и происходит фотосинтез. Структурными элементами
являются слои с различными диэлектрическими про-
ницаемостями [3]. Наличие в веществе периодично-
сти с периодом близким к длине электромагнитной
волны приводит к формированию разрешенных и за-
прещенных фотонных зон [4]. Предложенное Яблоно-
вичем [5] интригующее название таких структур фо-
тонными кристаллами получило широкое признание
и вызвало дополнительный интерес к исследованию
их свойств. Бурному развитию работ этого направле-
ния способствовали ранее установленные возможности
управления скоростью оптического излучения атомов
и локализации электромагнитных волн на дефектах ре-
шетки [6–8]. Успешному поиску объектов с уникаль-
ными характеристиками способствуют новые матема-
тические методы моделирования фотонных кристал-
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лов [9], а так же расширение способов внешнего воз-
действия и учет резонансных явлений [10–13].

Используя метод трасфер–матриц [14] авторам ра-
бот [15, 16] удалось объяснить ряд особенностей
в поведении оптических характеристик электромаг-
нитного излучения, распространяющегося в хлоропла-
стах: усиление электромагнитного поля и увеличе-
ние плотности фотонных состояний внутри структуры
и их изменение в зависимости от асимметрии толщин
подрешеток и дефектов.

Между тем влияние надклеточной структуры зеле-
ного листа является малоизученным в основном из-за
сложного внутреннего строения, хотя в работах [17–
20] отмечается многообразная роль воскового слоя
для растений, начиная с защиты от избыточной вла-
ги и засухи, насекомых вредителей, светового фильтра
и вплоть до повышения фотосинтеза.

Целью настоящей работы является исследование
структурных характеристик восковых слоев и уста-
новления их связей с оптическими и спектральными
свойствами.

1. ПОЛУЧЕНИЕ ВОСКОВЫХ СЛОЕВ

В качестве материала для исследования были со-
браны свежие иголки полувзрослой голубой ели
(P. pungens), растущей в естественной среде. От-
бирались только те иголки, где было отчетливо
видно наличие голубого оттенка на протяжении
всей иголки свидетельствующее о неповрежденности
эпитикулярного воска.

В большинстве случаев для отделения воскового
слоя используют органические вещества или раство-
ры. Большим недостатком простых методов является
захват слишком большой области, загрязнение исполь-
зуемыми препаратами, что усложняет проведение коли-
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чественных спектральных измерений. Одним из при-
емлемых способов является использование сахарно-
го раствора [21]. Сироп проникает внутрь структуры
и при засыхании сахар начинает кристаллизоваться,
благодаря чему происходит отщёлкивание малейших
образований, вплоть до отдельных нанотрубок, одна-
ко и в этом случае сахар оказывает сильное влияние
на результаты оптических измерений. Авторы, пред-
ложившие этот метод, отмечают большие затруднения
при удалении даже в случае многократной промыв-
ки водой. Использование органических растворителей
приводит к образованию новых химических соедине-
ний и разложению внутренней восковой структуры. На
наш взгляд наиболее удачным приемом является ис-
пользование дистиллированной воды в качестве инерт-
ного чистого материала проникающего под действием
капиллярных сил вглубь структуры и легко удаляемо-
го при вакуумной сушке.

Образцы были помещены в сосуд с дистиллирован-
ной водой и выдерживались в воде не менее 5 часов.
После чего производилось охлаждение воды ниже тем-
пературы замерзания. В процессе превращения воды
в лед происходит расширение, в результате чего от-
рываются восковые пластинки. После оттаивания ото-
рванные пластинки всплывали на поверхность, где
и были собраны на подложки.

Пластинки всплывают на поверхность поскольку их
объемная плотность меньше плотности воды и их энер-
гия взаимодействия с водой меньше энергии взаимо-
действия как с металлическими, так и кварцевыми
подложками, поэтому они к последним прилипают.

Были использованы три типа подложек: для оптиче-
ских исследований — кварцевая; для электронной мик-
роскопии высокого разрешения — металлическая; для
контрольной группы образцов использовалось стекло
с электропроводящим ито–покрытием для проведения
как оптических, так и электронных методов исследо-
вания над одним и тем же образцом.

2. СТРУКТУРНО–МОРФОЛОГИЧЕСКИЕ
ПАРАМЕТРЫ ВОСКОВОГО СЛОЯ

Структурно-морфологические исследования восково-
го покрытия выполнены методами сканирующей элек-
тронной микроскопии на приборе Hitachi SU3500
(ускоряющее напряжение 10 кВ, W–катод) и сканиру-
ющем электронном микроскопе высокого разрешения
Hitachi S-5500 (ускоряющее напряжение 30 кВ, катод
с полевой эмиссией).

При этом происходит бомбардировка твердого ма-
териала заряженными частицами. Плотность энергии,
приходящейся на образец, такова, что возможны как
фазовый переход в веществе, так и его химическая
деструкция. Органические материалы в этом смыс-
ле — одни из самых неудобных объектов исследова-
ния. Для получения данных о морфологии живых кле-
ток и органелл их приходится мумифицировать. Руко-

творные окаменелости благодаря использованию раз-
личных физико–химических процессов делаются неод-
нородными по элементному составу. Различные атомы
(маркеры) соотносятся с различными органическими
материалами исходной живой ткани. В ходе пробопод-
готовки (которая занимает десятки и сотни часов) нет
никакой гарантии сохранения размеров и пропорций
первоначальных объектов.

Шаг, позволяющий минимизировать искажения, ис-
пользование для отверждения органики тех же про-
цессов, которые происходят в природе. Самые эле-
ментарные в этом смысле методы — это аккурат-
ная сушка и взрывная заморозка. Далее стоит зада-
ча обеспечения сохранности образца при наблюдении
в электронном микроскопе. Используются насыщен-
ный водяной пар в камере (для влажных образцов),
криогенные столики и малые энергии токов.

Наблюдения морфологии восковых проявлений на
поверхности листа была нами ограничены объекта-
ми, которые прошли естественную сушку поверхно-
сти — голубая хвоя, собранная в зимний период. От-
сутствие химического влияния и воздействия раство-
рителей позволяет нам предположить, что в итоге мы
получили минимально искаженные образцы для элек-
тронной микроскопии.

Детектирование вторичных электронов в глубоком
вакууме позволяет повысить разрешение микроскопа.
Достаточно низкие значения ускоряющего напряжения
и тока пучка не вызывают плавление вещества, а глад-
кая подложка не вносит геометрических искажений.

Рис. 1, полученный с поверхности хвои, свидетель-
ствует о трубчатой структуре воскового покрытия. Ха-
рактерный внешний диаметр трубочек по оценке со-
ставляет 150 нм, длина 3–5 мкм. Расстояние вглубь
между нанотрубками варьируется от 0 до 300 нм.

3. ОПТИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ ВОСКОВОГО
СЛОЯ

3.1 Поляризационная микроскопия

Оптические наблюдения восковых пластинок прово-
дились в проходящем и отраженном свете на мик-
роскопе Axio Imager.A1m (Zeiss) с использованием
объектива 50x/0.8. Наблюдения проводились в непо-
ляризованном свете и поляризованном свете в геомет-
рии скрещенных поляризаторов. Большая часть воско-
вых пластинок образует большие неоднородные обла-
сти, сильно рассеивающие свет. Одновременно с этим
наблюдаются домены размером от 1 до 4мкм, распо-
ложенные отдельно или образующие небольшие кон-
гломераты (рис. 2). В отраженном свете домены име-
ют голубой (сине–зеленый) цвет (рис. 2,а), при этом
в проходящем свете они окрашиваются в розовый цвет
(рис. 2,б). В отраженном свете максимальная яркость
домена наблюдается в его центре, что соответствует
наиболее сильному окрасу домена в проходящем свете.
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(а)

(б)

Рис. 1: Фотография структуры воска, состоящего из на-
нотрубочек, сделанная с помощью электронного микроско-
па Hitachi SU3500 (а), фотография отдельной нанотрубочки
сделанной с помощью электронного микроскопа Hitachi S-
5500 (б)

На рис. 2,б показана фотография доменов, сделанная
в проходящем поляризованном свете в геометрии скре-
щенных поляризаторов. Оптическая картина доменов
имеет четыре темных линии, выходящих из центра до-
менов. Одна пара линий преимущественно параллель-
на поляризатору, в то время как вторая — анализатору.
При повороте образца по отношению к поляризаторам
оптическая картина практически не изменяется. Дан-
ный факт говорит о наличии оптической анизотропии
доменов, с аксиальной симметрией в распределении оп-
тической оси в пределах одного домена. В отраженном
свете в геометрии скрещенных поляризаторов домены
практически не видны, что говорит о незначительном
изменении поляризации света при отражении.

Оптические свойства доменов, продемонстрирован-
ные на рис. 2, а также иризация в оптическом
диапазоне являются следствием фотоннокристалличе-
ской структуры. Период данной структуры определяет-
ся диаметром нанотрубочек 150–200 нм. Хаотическая
ориентация их длинных осей в слое позволяет исполь-
зовать одномерную модель для расчета спектра про-
пускания фотонного кристалла. Возможная межсло-
евая однородность приводит к образованию дефекта,
что также необходимо учитывать при расчетах.

3.2. Расчет спектральных характеристик

В данной статье рассматривалось нормальное паде-
ние света в немагнитной среде µ = 1), состоящей
из слоев толщиной LN и показателем преломления
nN , вдоль оси Oz распространяется плоская электро-
магнитная волна. Амплитуды волн (A и B), идущих
в прямом и обратном направлении вдоль оптической
оси, в предыдущем слое зависят от этих же значений
в текущем [22]:
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(1)

где E — распределение электрического поля в каждом
из слоев структуры, H — распределение магнитного
поля в каждом из слоев структуры, ω = 2πνχ, χLN —
линейный размер слоев, ν — частота, c — скорость
света в вакууме.

Зная, что на выходе из структуры существует толь-
ко исходящая волна (Aout = 1; Bout = 0), проведя чис-

ленные расчеты, можно получить массив относитель-
ных значений амплитуд в каждом из слоев фотонного
кристалла. Это позволяет найти распределение элек-
тромагнитного поля в слоистой структуре и спектр ее
пропускания. Коэффициент пропускания без учета по-
глощения kT [23, 24] (обязательное условие: показате-
ли преломления сред до и после образца — одинако-
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Рис. 2: Фотографии доменов воска на стеклянной подложке, сделанные в отраженном (а), проходящем неполяризованном
свете (б) и поляризованном свете в геометрии скрещенных поляризаторов (в). Увеличенный участок (верхний ряд) фотографии
с доменами и их конгломератами (нижний ряд). Направления поляризаторов обозначены двойными стрелками

вы):

kT = |A0|
−2. (2)

Результаты расчетов представлены на рис. 3.
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Рис. 3: Спектр пропускания для среды, а — состоящей из
чередующихся слоев, б — состоящей из чередующихся слоев
с дефектом посередине

3.3. Флуоресценция

Спектры флуоресценции снимались на спектрофлу-
ориметре Shimadzu RF-6000. На рис. 4 представлен
спектр флуоресценции от исследуемых образцов голу-
бой ели возбужденный светом на длине волны 290 нм.
Как видно из рисунка в спектре флуоресценции наблю-
дается полоса в области 400 нм.

В работе [22] изучались отражение и пропускание
ультрафиолетовых волн для кутикулы листов различ-
ных растений. Во многих случаях было установле-
но, что поглощение ультрафиолета на восковом слое
составляет около 94 %.

Таким образом восковой слой растения погло-
щая коротковолновый свет защищает внутреннюю
структуру клеток от ультрафиолетового излучения
и в тоже время флуоресцируя переводя его в дли-
ну волны видимой области тем самым увеличивая
эффективность фотосинтеза.

4. ОБСУЖДЕНИЕ

Представленные уникальные оптические и спек-
тральные результаты безусловно связаны со структу-
рой воска. Исследование структурных характеристик
воска рассмотрены в ряде работ [23–25]. Наши ре-
зультаты по исследованию морфологических характе-
ристик находятся в хорошем согласии с данными ра-
бот [23–25], а именно, структурными единицами воска
являются нанотрубки и наностержни с внешним диа-
метром 140–160 нм. Характерно, что растительные ку-
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Рис. 4: Спектр интенсивности флуоресценции. Возбуждение
происходило на длине волны 290 нм. Пик эмиссии 400 нм.
Щель эмиссии — 50нм. Интервал данных 0.2 нм

тикулярные воски состоят из сложной смеси длинноце-
почечных алифатических соединений, которые можно
классифицировать в соответствии с типом функцио-
нальных групп, структурой и распределением гомоло-
гов [26]. Кроме того, циклические соединения часто
присутствуют в различных количествах. В работе [26]
сообщается о том, что восковые единицы в результа-
те самоорганизации могут образовывать анизотропные
кристаллы. Детальное изучение механизмов самоорга-
низации восковых структурных единиц проведено в ра-
боте [27], в которой предложено экстрагировать воско-
вой слой с помощью хлороформа и осаждать его на
различных подложках, вырасщивая структурые ком-
плексы. Выращены структуры воска на кремнии, гра-
фите и парафине. Эксперименты показали, что морфо-
логия рекристаллизации кристаллов на парафине, ана-
логична как на поверхности растений, но на других
подложках было замечено большое отличие касатель-
но ориентации трубочек и их пространственному рас-
пределению. Также в работе Коха [27] подробно был
изучен механизм роста восковых трубок. Стержни фор-
мируют кольцевые структуры. Эти круговые структу-
ры возникли из-за одновременного растворения одного
конца стержня, в то время как другой конец начал
формировать изогнутую линию. Когда эта изогнутая
линия закрылась кругом, воски начали расти в высоту.

Кох и соавторы [27] продемонстрировали вертикаль-
ную ориентацию трубочек на высоко ориентированном
пиролитическом графите (HOPG). Используя режим
атомно-силовой микроскопии (AFM), они наблюдали
непрерывный рост трубочек после нанесения 10мкл
капли (конц. 1,5 мг/мл) на поверхность HOPG. Кроме
того, они также наблюдали увеличение гидрофобности

восковых структур, о чем свидетельствует увеличение
угла контакта с 88◦ до 129◦ после 14 дней перекри-
сталлизации воска на HOPG.

В работе [28] представлены интересные исследова-
ния о влиянии концентрации раствора и примеси на
скорость роста. Временная зависимость образования
трубочек из воска после перекристаллизации из раз-
личных растворов на основе хлороформа на поверхно-
сти HOPG при комнатной температуре была исследо-
вана с помощью атомно-силовой микроскопии (режим
магнитного переменного тока), получая серии после-
довательных изображений процесса образования. Рост
трубочек, ориентированных вертикально, следует по-
следовательному поведению стержень > кольцо > тру-
бочка. Влияние ряда факторов, например, различной
концентрации воска в хлороформе, дополнительного
присутствия воды или солей [(NH4)2SO4, NH4NO3]
или смеси соли/воды в растворе, на скорость роста
и ориентацию трубочек также исследованы. Было об-
наружено, что различные концентрации воска не вли-
яют на скорость роста или ориентацию канальцев ни
в одном из растворов. Присутствие воды, однако, зна-
чительно увеличивало скорость роста образования тру-
бочек, в то время как присутствие соли не влияет на
скорость роста или ориентацию трубочек.

В природе известны растения голубая окраска кото-
рых обусловлена строением клетки хлоропласта [29,
30]. Было замечено, что голубой или сине-зеленый
цвет зачастую присущ растениям растущим в те-
ни [31]. Ранее эту особенность приписывали химиче-
ской составляющей растения или же примесям находя-
щемся в растениях. В 2016 году группе ученых [3] бла-
годаря современным крио технологиям и современной
биологической микроскопии удалось получить снимки
наноструктуры основных клеток, отвечающих за фото-
синтез – хлоропластов и, в частности, иридопласта. На
этих снимках они заметили, фотоннокристаллическую
структуру, период которой соизмерим по своей длине
волны с цветом наблюдаемом на растении бегония. По-
сле, данная работа породила серию исследований схо-
жих растений где были найдены подобные структуры,
например бизонопласты и гигантские хлоропласты. В
том числе авторами работы [3], позже была выпущена
подобная статья [32] по изучению хлоропластов в рас-
тении Selaginella erythropus, в которой они так-же
связали окраску цветка со строением клетки. В допол-
нение к ранее опубликованным работам по структу-
ре воска наши результаты выявили основную особен-
ность, а именно фотоннокристаллическую структуру.
Также наряду с данными экспериментальными рабо-
тами был опубликован ряд теоритических работ [16–
18, 33, 34] в которых были рассмотрены различные ас-
пекты хлоропластов. Во всех этих работах связывают
внутренние клетки растений по отдельности связывают
с характеристиками растений, но лишь в работе [15]
была попытка просчитать совокупность клеток в бе-
гонии, что показало более ярки эффект при создании
асимметрии в качестве нескольких отличных друг от
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друга клеток и расстояния между ними. Однако прак-
тически все существующие растения покрывает специ-
фический слой эпитикулярного воска который имеет
свои собственные оптические характеристики и кото-
рый является своего рода барьером для света при по-
падании вглубь растения. Таким образом представляло
интерес изучить эти оптические характеристики воско-
вого слоя для понимания какие длины волн могут про-
ходить через него, а какие поглощаются и отражаются.
Также наличие фотонной структуры в восковом слое
может создавать первоначальный резонанс для свето-
вой волны проходящей через растение, что тоже мо-
жет оказывать определенное воздействие на внутрен-
ние клетки.

Выявленная эффективная флуоресценция на линии
400 нм хорошо объясняется результатами работы [35],
в которой рассмотрена связь между линией флуорес-
ценции и плотностью фотонных состояний.

Что касается других практических применений вос-
ка, они представлены в работе [36] были исследова-
ны гидрофобные способности воска. Это предваритель-
ное исследование показало, что поверхностные осо-
бенности и свойства эпикутикулярных восков листьев
могут быть эффективно воспроизведены. Собранный
воск можно использовать для обеспечения плавучести
для плоской платформы, а также для потенциального

применения для покрытия каналов в микрофлюидных
устройствах. Результаты изучения уникальных поверх-
ностных свойств листового воска могут быть примене-
ны к таким проблемам, как уменьшение сопротивления
жидкости, усиление водоподдерживающих сил и анти-
биофилирование корпусов судов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Разработана технология получения чистых воско-
вых слоев. Исследованы их морфологические и оптиче-
ские характеристики. Элементарной структурной еди-
ницей слоя являются нанотрубка с характерным внеш-
ним диаметром 150-200нм. Выполнено численное моде-
лирование спектров пропускания ограниченных одно-
мерных фотонных кристаллов с параметрами выявлен-
ных нанотрубок. Под воздействием ультрафиолетового
излучения в восковом слое проявляется интенсивная
флуоресценция в оптической области, что повышает
эффективность фотосинтеза.
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The effect of the structure on the optical properties of epicular blue spruce wax (Picea
pungens)
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The study of morphological and optical characteristics of the epicular wax layer of blue spruce (Picea pungens). The method
of scanning electron microscopy revealed structural units — tubes with a diameter of 150–200 nm and a length of 3–5microns.
An iridescence effect from the wax layer domains has been detected. In the reflected light, the domains have a blue color, when
observed in transmitted light acquire a pinkish tint. These optical characteristics are the main features of the photonic crystal
structure. A numerical simulation of the transmission spectrum with the identified structural optical parameters was carried out
using the transfer matrix method. The spectrum of the maximum fluorescence coincides with the defect mode of the calculated
transmission spectrum.
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