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Аннотация Ключевые слова 
Краситель метиленовый синий известен широким 
спектром биохимической активности: обратимо 
окисляясь и восстанавливаясь, он действует как 
переносчик водорода и может рассматриваться  
как модель активной группы фермента дегидразы. 
При введении гармонических колебаний частотой 
7…30 Гц в водный раствор, содержащий метиле-
новый синий и аскорбиновую кислоту, изменяется 
кинетика окислительно-восстановительных пре-
вращений: кинетические зависимости влияния аку-
стических колебаний отличаются от данных, полу-
ченных при отсутствии низкочастотных воздей-
ствий. При определенных условиях наблюдаются 
такие эффекты, как ускорение и ингибирование 
сонохимического процесса. Основная задача, кото-
рая сформулирована в настоящей работе при изуче-
нии реакции переноса водорода в поле низкоча-
стотных колебаний, — выяснение роли факторов, 
сопровождающих это воздействие: определено 
влияние кислорода и возникающих радикальных 
форм красителя метиленового синего и аскорбино-
вой кислоты. Методами абсорбционной спектро-
скопии и спектрометрии электронного парамагнит-
ного резонанса (ЭПР-спектроскопия) определены 
параметры соединений, образующихся на промежу-
точных этапах процесса восстановления метилено-
вого синего. На основании экспериментальных 
данных предложена схема противодействия вирусу 
COVID-19 с использованием метиленового синего 
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Введение. Краситель метиленовый синий может участвовать в процессе 
дыхания и применяется как антидот при отравлении угарным газом, серо-
водородом или цианидами [1]. Водный раствор метиленового синего ис-
пользуют для интраоперационной идентификации околощитовидных же-
лез [2]. Существуют работы об активности метиленового синего в борьбе  
с COVID-19 [3, 4]. Изучаемая система является модельной для исследова-
ния механизма действия акустических низкочастотных гармонических ко-
лебаний, опасных для организма человека [5, 6]. 

Расчеты энергии молекулярных орбиталей [7] свидетельствуют, что 
электронная структура метиленового синего имеет сходство со строением 
кофермента флавинмононуклеатида. Вследствие присоединения двух ато-
мов водорода исходная синяя форма красителя превращается в бесцветную 
восстановленную структуру. Она способна отдать присоединенный водо-
род окислителю (например, кислороду), в результате чего приобретает пер-
воначальный синий цвет. Следовательно, метиленовый синий является  
переносчиком водорода и его молекулу можно рассматривать как модель 
активной группы фермента дегидрогеназы. 

Экспериментальная часть. Для проведения исследований использова-
на установка, аналогичная по типу «резонатору Гельмгольца» и работаю-
щая по принципу линейного колебательного контура. Наиболее простое 
воплощение резонатора — широкий сосуд типа «амфора» с коротким и уз-
ким горлом. Вибратор, который помещается в горло сосуда, движется как 
поршень и передает жидкости в химическом реакторе энергию колебаний. 
В целом экспериментальная система характеризуется массой, упругостью  
и сопротивлением потерь. Вибратор (тефлоновый) создает массу; жидкость 
в химическом реакторе проявляет упругость; сопротивление потерь опре-
деляется вязкостью жидкости, высотой столба в горле сосуда и квадратом 
расстояния от вибратора до стенок реакционного сосуда. 

Давление, возникающее в растворе внутри химического реактора,  
в N раз больше давления, подаваемого на входе в резонатор. Коэффициент 
усиления N равен отношению колебательного давления в полости сосуда-
резонатора к колебательному давлению у входа в резонатор: в0 / .N P P  
Усиление растет при приближении рабочей частоты к резонансной и стано-
вится максимальным на частоте  резонанса (для рассматриваемой  
установки). Для конкретного прибора, использованного в работе,  = 32 Гц, 
максимальное значение N = 30. Другие детали эксперимента описаны  
в [5, 8, 9]. 

Во время эксперимента сравнивали изменение оптической плотности 
D  и, соответственно, изменение концентрации C  [моль/л] растворов, 
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в которые вводили гармонические колебания, с оптической плотностью 
и концентрацией растворов, не подвергавшихся колебаниям. Предвари-
тельно убедились, что оказываемые воздействия существенно не влияют 
на состояние как тиазинового красителя, так и аскорбиновой кислоты. 

Растворы, в которых происходил окислительно-восстановительный 
процесс, приготовляли следующим образом. Аскорбиновую кислоту (АК) 
массой 0,1 г растворяли в 10 мл воды, что соответствует концентрации 
С(АК) = 5,68 ∙ 10–2 моль/л. Затем 1,5 мл приготовленного раствора вводили  
в 50 мл водного раствора исходной формы Мс+ с оптической плотностью  
D = 1,0 (концентрация С(Мс+) = 3,75 ∙ 10–5 моль/л). Через определенный 
временной интервал одновременно определяли оптическую плотность рас-
творов, не испытавших колебаний, и оптическую плотность растворов, под-
вергавшихся воздействиям. 

Эксперименты с использованием метода электронного парамагнитного 
резонанса (ЭПР) проведены на кафедре «Физика» МГТУ им. Н.Э. Баумана. 
Использована установка фирмы PHYWE (Германия), состоящая из гене-
ратора, блока резонатора, источника питания, осциллографа и амперметра.  
В блоке резонатора генератором задана постоянная резонансная частота  

 = 146 МГц. Магнитное поле в блоке резонатора, куда помещены ра-
створы, можно было регулировать в диапазоне 0…8,1 мТл. Частота мо-
дулирующего переменного магнитного поля составляла  = 50 Гц. В каче-
стве эталонного образца использовали дифенилпикрилгидрозил (ДФПГ). 

Результаты экспериментов. Кинетические кривые для растворов (кри-
вые 1, 3, 5,  рис. 1), испытавших воздействие частоты инфразвукового диапа-
зона (7…22 Гц), заметно отличаются от кривых, полученных для растворов, 
не испытавших воздействия (кривые 2, 4, 6, рис. 1). Из сравнения при- 
веденных кинетических кривых можно сделать следующие выводы.  
Во-первых, наличие двух максимумов на кинетических зависимостях для 
растворов, испытавших действие низкочастотных колебаний; отсутствие 
экстремумов на кривых для растворов, не испытавших воздействия. Это 
различие свидетельствует о влиянии низкочастотных колебаний на сонохи-
мический процесс. Существование максимумов указывает на появление  
и накопление веществ на отдельных промежуточных стадиях окислительно-
восстановительного процесса. Во-вторых, в поле действия вводимых в вод-
ный раствор колебаний инфразвукового диапазона фиксируется (см. рис. 1) 
более медленное протекание процесса восстановления метиленового синего 
по сравнению с процессом без воздействия колебаний. Наблюдается эффект 
ингибирования в диапазоне значений частоты до 15 Гц (кривые 1, 3, 5,  
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Рис. 1. Изменение концентрации 
метиленового синего: 

при воздействии колебаний  
(1 — 7 Гц; 3 — 15 Гц; 5 — 22 Гц);  

без воздействия колебаний (2, 4, 6) 
 

см. рис. 1 и кривая 1, рис. 2): концентрация красителя в поле действия коле-
баний меняется медленнее, чем без колебаний. 

Для того чтобы убедиться в том, что наблюдаемый эффект ингибирова-
ния относится к действию вводимых колебаний, был проведен эксперимент 
по влиянию обычного перемешивания скоростной магнитной мешалкой. 
При скорости, равной 900 мин–1 (кривая 2, см. рис. 2), полученная кинетиче-
ская зависимость реакции практически совпадает с зависимостью для рас-
твора, не подвергавшегося воздействию (кривая 3, см. рис. 2). Ситуация ме-
няется принципиально при расширении диапазона значений используемых 
частот. Сравнение изменений концентрации метиленового синего под дей-
ствием колебаний с влиянием перемешивания и результатами изменений в 
растворах, не подвергавшихся воздействиям, показало следующее. 

При использовании частот звукового диапазона краситель под дей-
ствием колебаний восстанавливается с большей скоростью, чем в раство-
ре сравнения. Согласно данным на рис. 2 (кривая 4), для частоты 30 Гц 
наблюдается более высокая скорость окислительно-восстановительного 
процесса, чем в растворе сравнения. 
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Рис. 2. Изменение оптической плотности растворов метиленового синего: 
1 — при 7 Гц; 2 — перемешивание; 3 — без воздействия; 4 — при 30 Гц 

Сонохимические процессы, сопровождающиеся переносом водорода, 
в настоящее время представляют terra incognito. Можно предположить, 
что энергии хватает на то, чтобы влиять на сольватированные структуры 
участвующих веществ и стимулировать передачу протонов восстановите-
ля окислителю при окислительно-восстановительном процессе. 

В условиях воздействия внешнего энергетического поля, в которых 
проходит сонохимический процесс между метиленовым синим и аскор-
биновой кислотой, передача водорода может осуществляться по различ-
ным механизмам. Наиболее вероятен электронно-протонный механизм, 
предложенный А.Н. Терениным [10]. 

 Кинетическая зависимость (кривые 1, 3, 5 см. рис. 1), имеющая 
два экстремума, позволяет предположить последовательный раздельный 
перенос электрона и протона. Это предполагает следующую цепочку воз-
никающих соединений как результат двукратного последовательного 
присоединения электрона и протона: 

 0 0
2Мс е Мс  р  МсН е МсН р  МсН   (I) 

Подтвердить или опровергнуть наличие электронно-протонного ме-
ханизма сонохимического окислительно-восстановительного процесса 
являлось основной задачей представленной работы. Существование при-
веденной цепочки превращений можно подтвердить, если получить 
электронные спектры и данные ЭПР-спектроскопии для всех промежу-
точных структур. 
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В схеме (I) присутствуют структуры красителя как заряженные, так  
и не имеющие заряда. Исходной форме красителя Мс+ соответствует 
спектр в видимой области с максимумами поглощения  (димер) =  
= 615 нм и  (мономер) = 665 нм. Конечная лейкоформа 2МсН  бесцвет-
на, однако имеет максимум поглощения в ультрафиолетовой области  
(  = 220 нм в растворе 4CCl ).  Обладающая зарядом структура МсН  
растворима в воде, в ее электронном спектре (рис. 3, а) присутствует не-
сколько максимумов поглощения. Расшифровка этого спектра, как  
и спектров других структур, в которые превращается метиленовый синий 
(например, бесцветного «метиленового белого» 2МсН ),  является пред-
метом специального рассмотрения [11]. 

 

 

 
 

Рис. 3. Спектр форм МсН  
красителя в водном растворе (а), 

0Мс  (б) и 0МсН  (в) в бензоле 
 

Особенность исследуемого взаимодействия — превращение структур 
красителя Мс ,  МсН ,  имеющих заряд при присоединении электрона,  
в неимеющие заряда радикалы-семихиноны 0Мс  и 0МсН .  Эти промежу-
точные нейтральные структуры метиленового синего плохо растворяются  
в воде, но хорошо растворяются в неполярных жидкостях. Поэтому их 
можно извлечь из раствора экстракцией неполярными растворителями, 
например бензолом. В видимой области электронные спектры растворов 
промежуточных форм в бензоле имеют максимумы поглощения 0(Мг )  = 
= 10…540 нм (рис. 3, б), 0(МгН )  = 410…450 нм (рис. 3, в). Присущая ра-
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дикальным структурам активность не позволяет накопить их в большом 
количестве, поэтому спектры радикальных форм отличаются небольшими 
значениями экстинкции. Подтверждением их присутствия, кроме данных 
ЭПР-спектрометрии, является последовательность появляющихся пере-
ходных форм красителя (табл. 1), где наблюдается «повышение» цвета — 
гипсохромный эффект. 

Таблица 1 

Спектральные характеристики переходных форм метиленового синего 

Форма красителя Мс  0Мс  МсН  0МсН  2МсН  
Растворитель H2O C6H6 H2O C6H6 H2O (CCl4) 

Цвет раствора Синий Краcный Зеленый Желто-
оранжевый Без цвета 

Длина волны, нм 615; 665 510–540 290; 610; 670 410–450 220 (210) 

Появление на кинетической зависимости отклонения — экстремума — 
объясняется следующим. Скорость изменения концентрации промежу-
точного вещества определяется разностью скоростей его накопления  
и расходования [12, 13]. В начальный момент скорость его расходования 
мала и концентрация возрастает. Через некоторое время скорости накоп-
ления и расходования становятся равными, и концентрация промежуточ-
ного вещества достигает максимума. Именно так выглядят кинетические 
кривые (см. рис. 1, а и б, кривые 1, 3). По виду они заметно отличаются  
от зависимостей, полученных при отсутствии колебаний, на которых нет 
существенных отклонений (кривые 2, 4, 6, см. рис. 1). 

В соответствии со схемой (I) промежуточные продукты 0Мс  и 0МсН ,  
не имеющие заряда, являются радикалами. Их наличие установлено ЭПР-
методом. Интенсивность сигнала резонансного поглощения электромаг-
нитного излучения в значительной мере зависит от концентрации свобод-
ных радикалов в образце. Концентрация парамагнитных центров в ДФПГ 
позволяет наблюдать сигнал ЭПР при резонансном значении магнитного 
поля rB  = 4,88 мТл, что соответствует значению полного спинового маг-
нитного момента (фактор Ланде) sg  = 2,13. При исследовании растворов 
структур 0Мс  и 0МсН  в бензоле уровень сигнала фиксировали на пределе 
возможностей прибора. В связи с этим для регистрации сигнала ЭПР при-
меняли метод изменения фазы сигнала индукции магнитного поля iB   
от 1B  к 2B  [14, 15]. Появление сигналов ЭПР и изменение их фазы наблю-
дали с использованием осциллографа. 
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Принципиально важно было зафиксировать появление сигналов 
ЭПР. Их наличие позволяет полагать установленным факт образования  
в поле низкочастотных гармонических воздействий радикальных форм 
красителя метиленового синего при его окислении аскорбиновой кисло-
той. Однако полученные значения фактора Ланде, возможно, требуют 
дальнейшего уточнения. Индукцию магнитного поля iB  в блоке резона-
тора рассчитывали по формуле 4, 07iB 10–3 Ii. Коэффициент пропор-
циональности 4,07∙10–3 [Тл/A] определен по характеристикам блока резо-
натора; ток iI  [A] фиксировали амперметром. Затем определяли среднее 
значение резонансной индукции магнитного поля 1 2) 2( / ,rB B B  при 
котором энергия Е  кванта магнитного поля h  максимально погло-
щается веществом: Б ,r sЕ h B g  где h = 6,626 ∙ 10–34 Дж∙с — посто-
янная Планка;  = 146 ∙ 106 Гц — резонансная частота генератора; Б  =  
= 9,27 ∙ 10–24 А ∙ м2 — магнетон Бора. Полный спиновый магнитный мо-
мент: Б/ .s rg h B  Полученные и идентифицированные значения 
приведены в табл. 2. Сравнение результатов с табличным дает относи-
тельную погрешность от 6,8 до 9,3 %. 

Таблица 2 

Параметры сигналов ЭПР-спектров 0Мс  и 0МсН  форм красителя 

Форма 1,I  А 2 ,I  А 1,B  Тл 2 ,B  Тл ,rB  Тл ,rB  Тл sg  g  

ДФПГ 0,98 1,42 3,98 5,77 4,88 0,89 2,13 0,14 
0Мс  0,56 1,78 2,28 7,24 4,76 2,48 2,19 0,20 

0МсН  0,77 1,59 3,25 6,51 4,87 1,63 2,14 0,14 

Обсуждение результатов. Ни исходные структуры красителя, ни ко-
нечная бесцветная лейкоформа не являются радикалами, поэтому сигна-
ла ЭПР не дают. Следовательно, в процессе сонохимического восстанов-
ления методом ЭПР-спектроскопии зафиксировано появление в форме 
радикалов промежуточных структур процесса восстановления красителя 
метиленового синего. Если продукты промежуточных стадий — радика-
лы, то основной способ дезактивации этих структур — рекомбинация.  
В таком случае есть основание утверждать, что главная причина измене-
ния скорости сонохимических превращений обусловлена образованием  
и взаимодействием радикалов-семихинонов, возникающих на промежу-
точных стадиях процесса. На основании полученных экспериментальных 
данных можно предложить следующую схему последовательных превра-
щений восстановления метиленового синего. 
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На первом этапе при присоединении электрона к исходному иону Мс  
происходит одноэлектронное восстановление катиона красителя. Возникает 
нейтральная структура 0Мс ,  имеющая sg  = 2,19. Это значение выше, чем  
у 0МсН  и эталонного образца ДФПГ. Такой факт означает, что значитель-
ная часть плотности неспаренного электрона локализуется на азоте тиази-
нового кольца молекулы метиленового синего. На втором этапе в кислой 
среде от аскорбиновой кислоты переходит протон к незаряженному семи-
хинону 0Мс ,  превращая его в катион-радикал МсН .  Наличие зарядов  
у катион-радикалов затрудняет их взаимодействие друг с другом. Следова-
тельно, они могут накапливаться в растворе, а на кривых 1, 3, 5 (см. рис. 1) 
появляется экстремум вверх. На третьем этапе при дальнейшем восстанов-
лении к положительно заряженному МсН  присоединяется еще один элек-
трон. Тогда все электроны оказываются спаренными, а образовавшаяся 
структура 0МсН — незаряженной. Сигнал ЭПР от получившейся структуры 

0МсН  имеет значение магнитной индукции B = 4,87 мТл, что соответствует 
значению sg  = 2,14, которое меньше аналогичного для 0Мс .  На четвертом 
этапе происходит завершение восстановления метиленового синего — при-
соединение протона к структуре 0МсН .  Этот процесс превращает краситель 
в лейкоформу красителя 2МсН ,  раствор которой в воде бесцветен. 

Полученные экспериментальные данные раскрывают суть сонохими-
ческого процесса. Поле, создаваемое низкочастотными гармоническими 
колебаниями, влияет на окислительно-восстановительную реакцию в си-
стеме, состоящей из биохимически активных веществ — метиленового 
синего и аскорбиновой кислоты. Вводимые в систему гармонические 
низкочастотные колебания изменяют протекание сонохимического про-
цесса, облегчая процесс присоединения протона и увеличивая концен-
трацию промежуточных структур красителя. 

На исследуемый окислительно-восстановительный процесс влияют  
и другие факторы [16]. Главный из этих факторов — кислород, который 
возвращает промежуточные структуры красителя в исходную форму, 
имеющую синий цвет: 
 2 22МсН  О  Мс Н О  2МсН О  2Мс Н О  

Согласно специально проведенным экспериментам, в насыщенном кис-
лородом растворе восстановление красителя происходит (рис. 4) в 2 раза 
медленнее. 

Насыщение кислородом (кривая 2, см. рис. 4) усиливает биохимическое 
действие пары метиленовый синий–аскорбиновая кислота. Взаимодей-
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Рис. 4. Влияние кислорода на восстановление метиленового синего: 
1 — раствор насыщен кислородом; 2 — стандартный раствор; 3 — раствор  

 с пониженным содержанием кислорода 

ствие метиленового синего с кислородом может быть рассмотрено в про-
тивостоянии с COVID-19 как борьба c метгемоглобинемией. Обратимо 
действующая окислительно-восстановительная система, образуемая исход-
ной формой метиленового синего Мс  и его восстановленной лейкофор-
мой 2МсН ,  переносит электрон и протон от донора (например, никатин-
амидадениндинуклеатида НАДН или аскорбиновой кислоты) к кислороду 
или метгемоглобину met-Hb(Fe3+), помогая восстанавливать его до гемо-
глобина Hb(Fe2+). Приняв за образец путь Эмбсена — Майергофа, можно 
представить [17] схему взаимодействия так, как показано на рис. 5. 

Рис. 5. Схема переноса водорода с участием метиленового синего: 
Мс  — окисленная форма; LMBH — восстановленная форма 
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Необходимо также учитывать, что в исследуемой системе при полном 
окислении аскорбиновой кислоты образуется дидегидроаскорбиновая 
кислота (ДАК) [18]. Монодегидроаскорбиновая кислота (МАК), появля-
ющаяся на первой стадии окисления аскорбиновой кислоты, является 
радикалом, но обладает низкой активностью и недостаточна стабильна, 
чтобы накапливаться в значительных количествах. Она способна к диме-
ризации, при которой один радикал МАК восстанавливается до аскорби-
новой кислоты, а другой превращается в ДАК. Монодегидроаскорбино-
вая кислота, как и аскорбиновая, существенно влияет на сонохимический 
процесс, усиливая обратные превращения: 

 
0

2
0

МсН МАК  МсН АК МсН МАК  Мс АК
 Мс МАК  Мс АК МАК МАК  АК ДАК

 

Монодегидроаскорбиновая кислота активирует побочные реакции,  
и это проявляется в эффекте ингибирования сонохимического процесса 
восстановления красителя метиленового синего в низкочастотных аку-
стических полях. 

Выводы. Согласно экспериментальным данным, в условиях низко-
частотного воздействия реакция метиленового синего с аскорбиновой 
кислотой протекает по электронно-протонному механизму, представля-
ющему собой последовательный переход электронов и протонов от вос-
становителя — аскорбиновой кислоты к метиленовому синему. Метода-
ми ЭПР-спектроскопии установлено образование в поле низкочастотных 
гармонических воздействий радикальных форм красителя метиленового 
синего при его окислении аскорбиновой кислотой. 

Доставляемая акустическими колебаниями энергия облегчает процесс 
присоединения протона и усиливает взаимодействие красителя метилено-
вого синего с кислородом. Промежуточные продукты окисления аскорби-
новой кислоты, проявляющие, как и аскорбиновая кислота, свойства ради-
калов, существенно усиливают обратный процесс и, как следствие, ингиби-
руют восстановление красителя метиленового синего. 

Экспериментальные результаты свидетельствуют о значительном вли-
янии кислорода на кинетику образования промежуточных ион-радикаль-
ных структур красителя метиленового синего. На основании полученных 
данных предложена схема использования метиленового синего как профи-
лактического средства для борьбы с метгемоглобинемией. 
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Abstract Keywords 
Methylene blue is known for a wide spectrum of bio-
chemical activity: being reversibly oxidized and reduced, 
it acts as a hydrogen carrier and can be considered as  
a model of the active group of the enzyme dehydrase. 
When harmonic vibrations with a frequency of 7–30 Hz 
are introduced into an aqueous solution containing 
methylene blue and ascorbic acid, the kinetics of redox 
transformations changes: the kinetic dependences of the 
influence of the acoustic vibrations differ from the data 
obtained in the absence of low-frequency influences. 
Under certain conditions, effects such as acceleration 
and inhibition of the sonochemical process are ob-
served. The paper studies the reaction of hydrogen 
transfer in the field of low-frequency oscillations.  
The purpose of the study was to elucidate the role  
of factors accompanying the effect: we determined the 
influence of oxygen, the emerging radical forms of met-
hylene blue, and ascorbic acid. By absorption spectros-
copy and EPR spectrometry, we specified the parameters 
of the compounds formed at the intermediate stages  
of the methylene blue reduction process. Relying  
on experimental data, we introduce a method for coun-
tering the COVID-19 virus using methylene blue 

Methylene blue, low-frequency 
harmonic vibrations, sonochem-
ical process, absorption spec-
trometry, EPR spectrometry 
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