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Аннотация. Актуальность и цели. Алкилбензен-1,3-диолы, выделяемые из 
растений или экзометаболитов некоторых микроорганизмов, обладают раз-
личными видами биологической активности, в том числе являются аутоиндук-
торами анабиоза бактерий. Присутствие алкилбензен-1,3-диолов в составе эк-
зометаболитов нормофлоры человека до наших исследований не было уста-
новлено. Целью работы было разработать методику, позволяющую надежно 
идентифицировать алкилбензен-1,3-диолы в супернатантах бактерий и устано-
вить особенности масс-фрагментации, характерные для данной группы соеди-
нений. Материалы и методы. Материалом исследования послужили клиниче-
ские штаммы Bifidobacterium bifidum из коллекции ИКВС УрО РАН. Для вы-
деления и идентификации алкилбензен-1,3-диолов из экзометаболитов бакте-
рий была разработана методика, включающая лиофилизацию супернатантов, 
экстракцию и хроматографирование с последующей масс-детекцией на хрома-
то-масс-спектрометре. Результаты. Разработана методика, позволяющая на-
дежно устанавливать присутствие алкилбензен-1,3-диолов в супернатантах 
бактерий и идентифицировать химическую структуру данных соединений.  
Установлено, что в экзометаболитах бактерий Bifidobacterium bifidum содер-
жатся алкилбензен-1,3-диолы различного строения, и подтверждена их струк-
тура. Выводы. Показано, что бактерии Bifidobacterium bifidum продуцируют  
5-алкилзамещенные бензен-1,3-диолы с неразветвленными алкильными звень-
ями, насыщенными или имеющими кратные связи.  

Ключевые слова: алкилбензен-1,3-диолы, экзометаболиты, супернатанты, 
масс-фрагментация, хромато-масс-спектрометрия. 
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FEATURES OF MASS-FRAGMENTATION  
OF BIOLOGICALLY ACTIVE ALKYLBENZENE-1,3-DIOLS 

 
Abstract. Background. Alkylbenzene-1,3-diols, extracted from plants or exomata-
bolites of some microorganisms, have various types of biological activity including 
the feature of being autoinductors of bacteria anabiosis. Presence of alkylbenzene-
1,3-diols in the structure of exometabolites of human normal flora has never been 
established before the present research. The study aims at the development of me-
thods enabling reliable identification of alkylbenzene-1,3-diols in bacteria superna-
tants and establishment of mass-fragmentation features typical for the present com-
pound group. Materials and methods. Materials of investigation were the clinical 
strains Bifidobacterium bifidum from the collection of the Institute of cell and inter-
cellular symbiosis of Ural branch of the Russian Academy of Sciences. To isolate 
and identify alkylbenzene-1,3-diols from bacteria exometabolites the researchers de-
veloped a method including lyophilization of supernatants, extraction and chromato-
graphy with subsequent mass-detection via chromatography-mass-spectrometer.  
Results. The authors developed a method enabling reliable detection of alkylben-
zene-1,3-diols presence in bacteria supernatants and identification of the chemical 



№ 4 (4), 2013                                                                    Естественные науки. Химия 

Natural Sciences. Chemistry 109 

structure of the present compounds. It is ascertained that in exometabolites of bacte-
ria Bifidobacterium bifidum there are alkylbenzene-1,3-diols of various formation, 
and the structure thereof is confirmed. Conclusions. The article shows that the bacte-
ria Bifidobacterium bifidum produce 5-alkylsubstituted benzene-1,3-diols with non-
ramified alkyl links that are replete and feature multiple bonds. 

Key words: alkylbenzene-1,3-diols, exometabolites, supernatants, mass-fragmenta-
tion, chromatography-mass spectrometry. 

Введение 

Известно, что алкилбензен-1,3-диолы (алкилрезорцины), продуцируе-
мые многими растениями, обладают различными видами биологической ак-
тивности (антибактериальной, антигрибковой и др.), являются ингибиторами 
различных ферментов (синтетаз, дегидрогеназ, ацетилхолинэстераз и др.),  
а также оказывают протекторное действие на ДНК, снижая количество мута-
ций в присутствии мутагенов [1–11]. Установлено, что некоторые алкилбен-
зен-1,3-диолы являются аутоиндукторами анабиоза отдельных микроорга-
низмов, однако механизм такого действия изучен недостаточно, а структура 
сигнальных молекул часто остается спорной [12, 13]. Кроме того, идентифи-
кация подобных соединений в экзометаболитах затруднена их низкой кон-
центрацией, присутствием других биогенных веществ или особенностями 
биотопа микроорганизмов. Так, до наших исследований оставалось неизвест-
ным, синтезируют ли аутоиндукторы фенольной природы представители 
нормофлоры человека, в частности бифидумбактерии, являющиеся доми-
нантными облигатными анаэробами. 

Цель нашей работы – разработать методику, позволяющую надежно 
идентифицировать алкилбензен-1,3-диолы в супернатантах бактерий и уста-
новить особенности масс-фрагментации, характерные для данной группы со-
единений. 

1. Выделение алкилбензен-1,3-диолов из супернатантов  
бактерий B. bifidum 

Алкилбензен-1,3-диолы (1, схема 1) по химической природе являются 
алкилзамещенными двухатомными фенолами и могут быть получены экстра-
кией семян некоторых растений (злаки) вместе с фракцией нейтральных ли-
пидов [14, 15]. В работах [12, 13] описаны аутоиндукторы микроорганизмов, 
являющиеся производными алкилбензен-1,3-диолов, которые выделяли по 
аналогичной методике и идентифицировали фотометрическим способом по 
поглощению продуктов взаимодействия соединений (1) с диазореагентами 
или по флуоресценции [1, 13]. Подобная идентификация по существу не мо-
жет считаться достоверной, поскольку не содержит подробных сведений  
о структуре исследуемых соединений. Кроме того, концентрация аутоиндук-
торов в метаболитах бактерий всегда является незначительной и для их обна-
ружения порог чувствительности данного метода может оказаться недоста-
точным. Другим важным недостатком метода являются значительные коли-
чества супернатанта, необходимые для извлечения алкилбензен-1,3-диолов 
(до нескольких литров), что может быть неприемлемо при культивировании 
многих микроорганизмов [12, 13].  
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Схема 1. Структурное разнообразие алкилбензен-1,3-диолов (1) 
OH

OH

CH3

OH CH3

OH

OH O

HO3SO CH3

OSO3H

OH

OH

OH

OH
OH CH3

OH

CH3

OH

OH

OH

OH

 
Нами разработана простая и удобная методика выделения алкилбензен-

1,3-диолов (1) из экзометаболитов бактерий путем лиофилизации небольших 
количеств (5–10 мл) супернатантов с последующей экстракцией хлороформ-
метанольной смесью и дальнейшим разделением экстракта на колонке хро-
мато-масс-спектрометра, позволяющая надежно устанавливать структуру со-
единений (1). Данная методика позволяет сократить количество стадий про-
цесса (экстракция бутанолом, его последующая отгонка на роторном испари-
теле, перерастворение в этаноле сухого остатка, хроматография на препара-
тивной колонке и др.) [12, 13], отказаться от применения трудоемких и доро-
гостоящих приемов очистки соединений (1) (колоночная хроматография),  
а также использовать незначительные количества супернатантов микроорга-
низмов. Кроме того, чувствительность хромато-масс-спектрометрии превос-
ходит фотометрические методы на 2–3 порядка, позволяя регистрировать да-
же следовые количества соединений (1), а их масс-спектры – непосредствен-
но устанавливать химическую структуру. 

С помощью разработанной нами методики в экзометаболитах бифи-
думбактерий обнаружены производные алкилбензен-1,3-диолов (2-8) различ-
ного строения, с насыщенными и ненасыщенными алк(ен)ильными замести-
телями. Структура соединений (2-4, схема 2) с насыщенными алкильными 
заместителями установлена полностью на основании закономерностей масс-
фрагментации данных соединений под действием электронного удара: 5-н-геп-
тадецилбензен-1,3-диол (2), 5-н-нонадецилбензен-1,3-диол (3) и 5-н-генэйко-
зилбензен-1,3-диол (4). 

Соединения (2-4) обнаружены в образцах супернатантов бифидумбак-
терий Bb 87 и Bb 52 Ic M. В образцах супернатантов бифидумбактерий Bb 68 
обнаружены только соединения (2, 3). 

Для соединений (2, 3) структура подтверждена данными фрагментации 
их метиловых эфиров (5, 6), полученных в условиях кислотного метилирова-
ния (схема 3).  
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Схема 2. Структура соединений (2-4) 

OH

OH

CH3

OH

OH

CH3

OH

OH

CH3

2

3

4
 

Схема 3. Структура метиловых эфиров алкилбензен-1,3-диолов (5, 6) 
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Для соединений (7, 8) с алкенильными заместителями, имеющими 
кратные связи в боковой цепи, установлены молярные массы, степень непре-
дельности и положение заместителей при ароматическом ядре (схема 4).  
По предварительным данным соединения (7, 8) представляют собой 5-н-геп-
тадец(ен)илбензен-1,3-диол (7) и 5-н-генэйкоз(диен)илбензен-1,3-диол (8).  

Схема 4. Структура алк(ен)илбензен-1,3-диолов (7, 8) 
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Данные соединения обнаружены в супернатантах бактерий Bb 87 и  
Bb 52 Ic M. В образцах супернатантов бифидумбактерий Bb 68 обнаружено 
только соединение (7).  

2. Масс-фрагментация алкилбензен-1,3-диолов 

Для фрагментации известных алкилбензен-1,3-диолов (1) под действи-
ем электронного удара характерны несколько направлений фрагментации, 
среди которых преобладающим является разрыв алкильной цепи по β-связи  
к ароматическому фрагменту, сопровождающийся миграцией атомов водоро-
да к зараженному ядру и образованием ионов бензильного типа, дающих ин-
тенсивные сигналы m/z 124 в масс-спектрах соединений (схема 5) [12, 15–18]. 

Дальнейшая потеря водородного атома приводит к образованию иона 
тропилиевого типа, дающего в масс-спектрах сигналы m/z 123. Такой тип 
фрагментации является типичным для алкилзамещенных ароматических 
структур, и в большинстве случаев более устойчивыми являются тропилие-
вые структуры [19, 20]. Однако положение заместителей при ароматическом 
фрагменте в алкилбензен-1,3-диолах (1) влияет на устойчивость фрагментар-
ных ионов и соответственно интенсивность сигналов в масс-спектрах. Так,  
в спектрах 4-алкилзамещенных бензен-1,3-диолов наиболее интенсивным яв-
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ляется сигнал тропилиевого иона с m/z 123, в то время как спектры 5-алкил-
замещенных бензен-1,3-диолов характеризуются сигналами максимальной 
интенсивности с m/z 124, соответствующими структуре бензильного типа  
[12, 15–18]. Интенсивность сигналов ионов с m/z 123 или 124 в масс-спектрах 
соединений (1) позволяет сделать выбор в пользу того или иного типа заме-
щения в ароматическом кольце. Для соединений (2-4) сигналом максималь-
ной интенсивности в масс-спектрах является m/z 124, соответствующий  
5-алкильному замещению, что подтверждается спектром синтетического ана-
лога соединений (2-4) – 4-гексилбензен-1,3-диола, в спектре которого макси-
мальную интенсивность имеет сигнал иона m/z 123. 

Схема 5. Фрагментация алкилбензен-1,3-диолов (1) 
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Вторым значимым направлением фрагментации алкилбензен-1,3-
диолов (1) является разрыв алкильной цепи по γ-связи, сопровождающийся 
образованием ионов с m/z 137, дающих достаточно интенсивные (5–20 %) 
сигналы в масс-спектрах [12]. Во всех спектрах соединений (2-4) присутству-
ет сигнал с m/z 137 (8 %), что подтверждает наличие алкилбензен-1,3-
диольных структур. 

Третьим, важным для идентификации алкилбензен-1,3-диолов (1) на-
правлением фрагментации является глубинный разрыв ароматического коль-
ца, сопровождающийся образованием ацикетеновых ионов с m/z 69 [19, 20]. 
Данное направление характерно для распада 1,3-дигидроксобензолов. Во всех 
масс-спектрах соединений (2-4) нами зарегистрированы сигналы с массовы-
ми числами m/z 69 либо сигналы фрагментарных ионов, имеющих массу  
[Ф – O≡CCH=C=O]+, что подтверждает наличие 1,3-дигидроксобензольных 
фрагментов. 

Установленные закономерности были подтверждены дериватизацией 
исследуемых образцов в условиях кислотного метилирования, после которого 
в хроматограммах были обнаружены метиловые эфиры (5, 6), соответствую-
щие соединениям (2, 3). В масс-спектрах соединений (5, 6) присутствуют ха-
рактеристические сигналы с m/z 151 (20–32 %), 152 (100 %) и 165 (0,3–6 %), 
отличающиеся от исходных соединений на 28 единиц. Данные сигналы под-
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тверждают наличие соединений (2, 3) в исходных образцах, а также присут-
ствие в соединениях (2, 3) двух гидроксильных групп [12]. 

Фрагментация соединений (7, 8), имеющих кратные связи в боковой 
цепи, характеризуется схожими закономерностями распада в условиях элек-
тронного удара, установленными для соединений (2, 3). В масс-спектрах со-
единений (7, 8) присутствуют сигналы с m/z 123 (14–33 %), 124 (100 %),  
137 (10–18 %), подтверждающие их структуру.  

Кроме отмеченных сигналов, в масс-спектрах соединений (7, 8) присут-
ствуют сигналы значительной интенсивности (5,8–37,8 %), соответствующие 
фрагментарным ионам, образующимся с отщеплением молекулы воды  
[Ф – H2O]+, что может в дальнейшем стать характеристическим признаком 
для непредельных алк(ен)илбензен-1,3-диолов [19, 20]. 

Рассчитанная формальная ненасыщенность (ФН) соединений (7, 8) на 
основании массы молекулярного иона соответствует предполагаемым струк-
турам (ФН = 5 для соединения 7; ФН = 6 для соединения 8), однако опреде-
лить локализацию кратных связей в алкенильном звене алк(ен)илбензен-1,3-
диолов методами масс-спектрометрии не представляется возможным по при-
чине большой склонности двойных связей к миграции в процессе перегруп-
пировок [19, 20].  

Молекулярный ион присутствует во всех масс-спектрах соединений  
(2-8) и характеризуется значениями интенсивностей в интервале от 3,2  
до 67 %.  

Заключение 

Разработанная нами методика позволяет надежно устанавливать при-
сутствие алкилбензен-1,3-диолов в супернатантах бактерий и идентифициро-
вать химическую структуру данных соединений.  

Показано, что бактерии Bifidobacterium bifidum продуцируют 5-алкил-
замещенные бензен-1,3-диолы различного строения. 

Установлены особенности масс-фрагментации 5-алкилзамещенные бен-
зен-1,3-диолов, характерные для данной группы соединений. 

Экспериментальная часть 

Материалом исследования послужили три клинических штамма Bifido-
bacterium bifidum (Bb 87, Bb 68, Bb 52 Ic M) из коллекции ИКВС УрО РАН, 
изолированные от пациентов при обследовании на дисбиоз кишечника, выде-
ление и идентификацию которых осуществляли общепринятыми методами 
[21, 22]. 

Супернатанты микроорганизмов в количестве 5 мл лиофилизировали, 
сухой остаток трижды экстрагировали смесью хлороформ – метанол – вода  
(1:2:0,8) по 2 мл, к объединенным экстрактам прибавляли по 2 мл хлорофор-
ма и воды, хлороформенный слой отделяли, экстракт вводили в инжектор 
хромато-масс-спектрометра.  

Лиофилизацию супернатантов микроорганизмов проводили на уста-
новке для лиофильной сушки Powerdry LL1500 System (Thermo Fisher Scien-
tific, Чехия). 

Метилирование алкилбензен-1,3-диолов проводили добавлением к об-
разцам экстрактов по 1 мл метанола, 0,3 мл HCl (35 %) с дальнейшим нагрева-
нием смеси в герметично закрытой виале при температуре 80 ºС в течение 1 ч.  
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Масс-спектры электронного удара снимали на хромато-масс-спект-
рометре GCMS-QP 2010 Ultra фирмы Shimadzu с масс-селективным детекто-
ром при энергии ионизации 70 эВ.  

5-н-Гептадецилбензен-1,3-диол (2). Масс-спектр (ЭУ, 70 эВ), m/z (Iотн, 
%), (C23H40O2): 348 [M]+• (9,1), 333 [M – CH3]

+ (0,1), 306 [M – C3H6]
+ (0,7),  

292 [M – C4H8]
+ (0,3), 279 [M – O≡CCH=C=O]+ (0,9), 264 [M – C6H12]

+ (1,2),  
250 [M – C7H14]

+ (0,9), 236 [M – C8H16]
+ (0,6), 222 [M – C9H18]

+ (1,2),  
208 [M – C10H20]

+ (1,8), 194 [M – C11H22]
+ (0,8), 180 [M – C12H24]

+ (1,4),  
166 [M – C13H26]

+ (6,2), 165 [M – C13H25 – 2H]+ (1,7), 149 [M – C13H27 – OH]+ (5,5), 
137 [M – C15H31]

+ (8,3), 124 [M – C16H32]
+ (100), 123 [M – C16H33]

+ (17.4),  
69 [O≡CCH=C=O]+ (1,7). 

5-н-Нонадецилбензен-1,3-диол (3). Масс-спектр (ЭУ, 70 эВ), m/z (Iотн, 
%), (C25H44O2): 376 [M]+• (6,6), 358 [M – H2O]+ (0,1), 348 [M – C2H4]

+ (2,1),  
334 [M – C3H6]

+ (0,7), 320 [M – C4H8]
+ (0,2), 306 [M – C5H10]

+ (0,4),  
292 [M – C6H12]

+ (0,9), 278 [M – O≡CCH=C=O – H]+ (0,5), 250 [M – C9H18]
+ (1,4), 

236 [M – C10H20]
+ (1,0), 222 [M – C11H22]

+ (1,0), 208 [M – C12H24]
+ (2,8),  

194 [M – C13H26]
+ (1,1), 180 [M – C14H28]

+ (1,2), 166 [M – C15H30]
+ (5,7),  

165 [M – C15H31]
+ (1,7), 152 [M – C16H32]

+ (1,5), 137 [M – C17H35]
+ (8,0),  

124 [M – C18H36]
+ (100), 123 [M – C18H37]

+ (17,4). 
5-н-Генэйкозилбензен-1,3-диол (4). Масс-спектр (ЭУ, 70 эВ), m/z (Iотн, 

%), (C27H48O2): 404 [M]+• (9,3), 389 [M – CH3]
+ (0,1), 362 [M – C3H6]

+ (0,3),  
355 [M – CH3 – 2OH]+ (0,1), 348 [M – C4H8]

+ (2,1), 334 [M – C5H10]
+ (0,7),  

341 [M – C2H5 – 2OH]+ (0,2), 334 [M – C5H10]
+ (0,7), 329 [M – CH3 – 2OH – 

C2H2]
+ (0,4), 320 [M – C6H12]

+ (0,2), 306 [M – C7H14]
+ (0,5), 278 [M – C4H9 – 

O≡CCH=C=O]+ (1,5), 262 [M – C4H9 – O≡CCH=C=O – CH4]
+ (1,8), 249 [M – 

C6H13 – O≡CCH=C=O – H]+ (2,4), 222 [M – C13H26]
+ (0,8), 194 [M – C15H30]

+ 
(2,3), 166 [M – C17H34]

+ (5,6), 165 [M – C17H35]
+ (0,6), 137 [M – C19H39]

+ (8,3), 
124 [M – C20H40]

+ (100), 123 [M – C20H41]
+ (17,9). 

1-н-Гептадецил-3,5-диметилбензен (5). Масс-спектр (ЭУ, 70 эВ), m/z 
(Iотн, %), (C22H44O2): 376 [M]+• (0,6), 152 [M – C16H32]

+ (100), 151 [M – C16H33]
+ 

(20,1), 123 [M – C16H32 – HCO]+ (44,9). 
1-н-Нонадецил-3,5-диметилбензен (6). Масс-спектр (ЭУ, 70 эВ), m/z 

(Iотн, %), (C24H48O2): 404 [M]+• (1,3), 152 [M – C18H36]
+ (100), 151 [M – C18H37]

+ 

(33,7), 123 [M – C18H36 – HCO]+ (37,7). 
5-н-Гептадец(ен)илбензен-1,3-диол (7). Масс-спектр (ЭУ, 70 эВ), m/z 

(Iотн, %), (C23H38O2): 346 [M]+• (3,2), 250 [M – C7H14]
+ (7,3), 233 [M – C8H17 – 

2H]+ (7,4), 215 [M – C8H17 – 2H – H2O]+ (5,8), 205 [M – C10H21 – 2H]+ (5,8),  
166 [M – C13H26]

+ (5,2), 165 [M – C13H25 – 2H]+ (2,9), 149 [M – C13H26 – OH]+ 

(1,8), 137 [M – C15H31]
+ (10,2), 124 [M – C16H32]

+ (100), 69 [O≡CCH=C=O]+ (1,8). 
5-н-Генэйкоз(диен)илбензен-1,3-диол (8). Масс-спектр (ЭУ, 70 эВ), 

m/z (Iотн, %), (C27H44O2): 400 [M]+• (67,3), 385 [M – CH3]
+ (29,1), 382 [M – H2O]+ 

(32,5), 367 [M – CH3OH2]
+ (26,0), 315 [M – C6H13]

+ (55,7), 289 [M – C8H16 – H]+ 

(33,0), 273 [M – C9H19]
+ (22,1), 255 [M – C9H19 – H2O]+ (31,0), 231 [M – C12H25]

+ 

(25,5), 213 [C15H31]
+ (44,8), 165 [M – C17H35 – 2H]+ (4,5), 163 [M – C17H35]

+ 

(35,4), 145 [M – C17H35 – H2O]+ (37,8), 137 [M – C19H35]
+ (17,8), 124 [M – 

C20H38]
+ (100), 107 [M – C20H38 – OH]+ (43,9), 95 [M – C20H38 – OH – CH3]

+ 

(43,9), 69 [O≡CCH=C=O]+ (3,0). 
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