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Проведен микроморфологический и химический анализ листьев гибридов мягкой пшеницы, различающихся по 

восприимчивости к поражению бурой ржавчиной (возбудитель Puccinia triticina Erikss.). В работе изучались образцы 

потомства F4, полученные от скрещивания сорта мягкой пшеницы Новосибирская 9 с нулли-тетрасомными линиями 

сорта Chinese Spring, полиморфные по изоферментным спектрам CAD и поражавшиеся грибной инфекцией на 10–20, 30 

и 70%. Анализировались листья типичных растений каждого генотипа, не подвергавшиеся влиянию инфекции. Соотно-

шение неорганических веществ – солей калия, кальция и биогенного оксида кремния – определялось как на поверхностях 

листовой пластины, так и в общей биомассе листа. Установлено, что на поверхности листьев, устойчивых к поражению 

грибковой инфекцией, преобладает оксид кремния. Исходя из ТГА, структура лигнина листьев, поражающихся бурой 

ржавчиной, однородна. Лигнин листьев устойчивых генотипов имеет несколько фракций, различающихся по своим тер-

мическим свойствам. 

В листьях устойчивых генотипов выше содержание гликозидов апигенина и ароматических кислот. Листья рас-

тений, не устойчивых к грибной инфекции, содержали меньше хлорофилла b, что могло вызвать задержку развития и 

цветения и ослабить защитные реакции растений. 

Ключевые слова: мягкая пшеница, бурая ржавчина, минерализация, ИК-спектроскопия, термический анализ. 

Работа поддержана бюджетными проектами № 0324-2015-0005, 0324-2019-0039 и 0302-2018-0005, 

а также проектом РФФИ р_а № 19-44-540003. Спектральные и аналитические измерения проведены 

в Химическом исследовательском центре коллективного пользования СО РАН.  

Введение 

Грибные инфекции наносят большой ущерб посевам зерновых культур. В Сибирском регионе эта про-

блема особенно актуальна. Ежегодные потери урожая яровой пшеницы от этих болезней составляют от 15 до 

25%, а при эпифитотийном развитии болезней – до 

40–50%, и показатели с каждым годом увеличива-

ются [1]. Использование фунгицидов требует значи-

тельных дополнительных затрат и приводит к эколо-

гическим проблемам. Поэтому актуально изучение 

собственных защитных механизмов растений. 

                                                 
* Автор, с которым следует вести переписку. 

Карпова Елена Викторовна – кандидат химических наук, 

старший научный сотрудник,  

e-mail: karpovae@nioch.nsc.ru 

Шундрина Инна Казимировна – кандидат химических 

наук, старший научный сотрудник,  

e-mail: ishund@nioch.nsc.ru 

Окончание на С. 88. 



Е.В. КАРПОВА, И.К. ШУНДРИНА, Е.А. ОРЛОВА, А.А. КОНОВАЛОВ 88 

Защитные реакции растений от грибных инфекций могут быть двух типов: индуцированные патоген-

ной атакой и присутствующие в тканях конститутивно [2]. Последние основаны на структурных особенно-

стях тканей растений и содержании в них тех или иных метаболитов, оказывающих защитное действие. В 

ряде исследований отмечается участие в защитных механизмах продуктов фенилпропаноидного пути мета-

болизма – лигнина, лигнанов и ароматических гликозидов [3–6]. Активизация фенольного метаболизма – 

один из механизмов повышения устойчивости растений [7]. Также устойчивость растений может быть свя-

зана со степенью минерализации тканей стебля и листа, в частности, с содержанием кремния [8]. 

В нашем предыдущем исследовании обнаружена связь между устойчивостью растений яровой мягкой 

пшеницы Triticum aestivum L. к бурой ржавчине (возбудитель Puccinia triticina Erikss.) и содержанием в тка-

нях различных метаболитов и минеральных веществ [9]. В этой работе использованы образцы (потомства 

F3), полиморфные по изоферментным спектрам CAD (cinnamil alcohol dehydrogenase, дегидрогеназа корич-

ного спирта; EC 1.1.1.195), фермента, катализирующего последнюю реакцию фенилпропаноидного пути. У 

многих видов растений обнаружен полиморфизм по генам, кодирующим CAD [10]. Полиморфные варианты 

этого семейства ферментов нередко оказывают влияние на свойства и признаки растений, некоторые из них 

имеют отношение к защитным реакциям [11]. Исследовались образцы, заведомо различающиеся по устой-

чивости/восприимчивости к данной инфекции для детального анализа микроморфологических и химиче-

ских факторов, способствующих устойчивости. 

Экспериментальная часть 

В данной работе использованы образцы (потомства F4), полученные от скрещивания сорта мягкой 

пшеницы Новосибирская 9 с нулли-тетрасомными линиями сорта Chinese Spring. Эти потомства получены 

от потомств F3, использованных в нашей предыдущей работе [9]. Для исследования взяты три потомства F4, 

заведомо различающиеся по устойчивости/восприимчивости к данной инфекции, для детального анализа 

микроморфологических и химических факторов, способствующих устойчивости. Растения выращивали на 

инфекционном поле СибНИИРС летом 2016 г. (филиал ФИЦ ИЦиГ СО РАН, р.п. Краснообск, НСО), где 

оценивали степень поражения листовой ржавчиной: 3-8 (степень поражения 10–20%), 3-6 (поражение 30%) 

и 3-1 (поражение 70%). Осенью-зимой того же года из тех же семян выращивали растения, которые исполь-

зовали для анализа. Анализировались листья типичных растений каждого генотипа, не подвергавшиеся вли-

янию инфекции. В каждом случае объединяли по три растения. Для СЭМ-ЭДС анализа фрагменты листьев 

0.5 мм × 0.3 мм вырезались на одинаковой высоте листа, анализировались обе поверхности. Перед проведе-

нием экстракции, ТГА, элементного анализа и съемки ИК-спектров листья растений одного генотипа из-

мельчали в вибрационной мельнице. 

Низкомолекулярные вещества листьев экстрагировали горячей водой и этиловым спиртом [12]. Экс-

тракт горячей водой был разделен на три фракции – (1) вещества, растворимые в 96% этаноле, (2) вещества, 

растворимые в 50% водном этаноле, (3) вещества не растворимые в 96% и 50% водном этаноле. 

Соотношения хлорофиллов в этанольном экстракте определяли по методике, изложенной в работе [13]. 

Поверхность листьев изучали с помощью сканирующего электронного микроскопа (СЭМ) TM-1000 

(Hitachi, Япония), оснащенного энергодисперсионным рентгеновским спектрометром SwiftED (Oxford, Вели-

кобритания), позволяющим определять химические элементы с массой от 23 до 238 Да. Образец без предвари-

тельной обработки фиксировали на предметном столике с помощью токопроводящего скотча. Параметры ра-

боты СЭМ – ускоряющее напряжение 15 кэВ, режим низкого вакуума, сканирование в течение 150 с. 

Содержание металлов (калия и кальция) измеряли на атомно-эмиссионном спектрометре Agilent 4100, 

используя градуировочные растворы, приготовленные из ГСО соответствующих металлов (фон – HNO3). 

Разложение образцов проводили с использованием микроволновой системы автоклавного растворения Mile-

stone ETHOS One (Италия). К точной навеске образца (около 200 мг) прибавляли 8 мл 67% HNO3 и 2 мл 

Н2О2, герметично упаковывали в соответствующие автоклавы и нагревали 1 ч при мощности 1000 W. После 

завершения программы и остывания полученные 

прозрачные растворы количественно переносили в 

мерную колбу на 25 мл, используя бидистиллиро-

ванную воду. Для каждого образца проводили 2 па-

раллельных разложения. 
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Термогравиметрический анализ (TГA) проводили на приборе NETZSCH STA 409. Калибровка темпера-

туры и теплового потока была проведена в соответствии со стандартом ISO 11357-1 по температурам плавления 

и энтальпиям фазовых переходов стандартных веществ из калибровочного набора от NETZSCH (C6H5COOH 

(99.5%), RbNO3 (99.99%), In (99.99%), Sn (99.99%), Bi (99.9995%), Zn (99.999%). Образцы (5–6 мг) помещали в 

алюминиевые тигли (V=25 мкл, d=6 мм) с пробитой крышкой и нагревали со скоростью нагрева 10 °C/мин в 

окислительной атмосфере He : О2 (80 : 20) со скоростью потока газа 30 мл/мин. Полученные данные были обра-

ботаны с использованием программного обеспечения NETZSCH Proteus Thermal Analysis. 

ИК-спектры образцов регистрировали на ИК-Фурье спектрометре Tensor 27 (Bruker Inc., Германия). 

Спектры поглощения регистрировали в диапазоне 4000–400 см-1, с разрешением 4 см-1 по 32 сканированиям. 

Предварительно измельченные образцы диспергировали в бромиде калия и запрессовывали в 13-мм пресс-

форме. 

ВЭЖХ-анализ спиртовой части водорастворимой фракции проводили на хроматографе Agilent 1200 с 

диодно-матричным детектором. Для разделения использовалась колонка Zorbax SB-С18, элюент – 2% мура-

вьиная кислота – метанол (линейный градиент содержания муравьиной кислоты от 40 до 90% с 0 до 20 мин, 

90% от 20 до 35 мин), скорость потока – 0,3 мл/мин. 

Результаты и обсуждение 

Макроэлементы – кальций и кремний – влияют на устойчивость растений к патогенным микроорга-

низмам. Установлено, что повышение содержания солей кальция на поверхности листа сдерживает рост па-

пилл и ослабляет защитные свойства растения, в свою очередь, оксид кремния повышает устойчивость рас-

тения к воздействию патогенных грибов [14]. С целью определения соотношения этих элементов был про-

веден анализ содержания кальция, кремния и калия на поверхности (рис. 1) и в биомассе листьев пшеницы 

генотипов, различающихся по устойчивости к бурой ржавчине (табл. 1). Распределение неорганических ве-

ществ на поверхности листьев анализировалось СЭМ. 

Листья генотипа 3-8 (поражение бурой ржавчиной на 10–20%) имеют складчатую поверхность, на ко-

торой видны полосы неорганических отложений на расстоянии 200 мкм друг от друга. Поверхность покрыта 

немногочисленными папиллами в виде трихом. Трихомы располагаются как на солевых полосах, так и на сво-

бодной от них поверхности листа (рис. 1а). Элементный анализ поверхности листьев без папилл показал при-

сутствие солей калия (основной компонент), кальция, небольшое количество оксида кремния. Папиллы в виде 

продольных полосок шириной ~15 мкм имеют разный состав. Наблюдается чередование полос, состоящих 

преимущественно из оксида кремния или солей калия и кальция. Папиллы на обратной стороне листа пред-

ставляют собой солевые бляшки длиной 60 мкм и шириной ~15 мкм, располагающиеся в два или три ряда на 

расстоянии 100 мкм друг от друга. Папиллы в виде трихом расположены рядами параллельно солевым отрез-

кам. Они состоят из оксида кремния и солей калия. На поверхности листа, свободной от папилл, обнаружены 

преимущественно соли калия, небольшое количество солей кальция и оксида кремния. 

Форма и расположение папилл на листьях пшеницы генотипа 3-6 (поражение бурой ржавчиной на 

30%) такие же, как в первом случае – солевые бляшки длиной 30 мкм и шириной 15 мкм расположены груп-

пой в два-три ряда. Расстояние между группами от 250 до 400 мкм (рис. 1б). В некоторых местах листа 

наблюдаются солевые отложения в виде порошкообразного налета. На поверхности, свободной от папилл, 

преобладают соли калия и кальция. Солевой налет состоит из солей калия и кальция, с небольшим содержа-

нием оксида кремния, соединений серы и фосфора. В составе папилл довольно высокое содержание оксида 

кремния, содержание кальция невелико. Папиллы с обратной стороны листа состоят преимущественно из 

солей калия и кальция. 

Полосы неорганических солей на поверхности листьев генотипа 3-1 (поражение бурой ржавчиной на 

70%) располагаются на расстоянии 200–500 мкм (рис. 1в). На поверхности очень много трихом. Размеры бляшек 

примерно 70 × 20 мкм. Состав – соли калия, кальция, оксид кремния. Кальций присутствует во всех папиллах, 

содержание оксида кремния на поверхности невелико. На обратной поверхности папиллы в виде солевых бля-

шек расположены чаще и имеют разную форму – от круглых до продолговатых длиной до 100 мкм. В составе 

продолговатых папилл преобладает калий, в папиллах более округлой формы – оксид кремния. 
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Рис. 1. Поверхность листа пшеницы генотипов 3-8 (а), 3-6 (б), 3-1 (в) 

Таблица 1. Содержание калия, кальция, кремния и зольность биомассы листьев пшеницы различных 

генотипов 

Генотип 3-1 поражение 70% 3-6 поражение 30% 3-8 поражение 10–20% 

Калий,% 8.39±0.22 6.75±0.27 6.38±0.62 

Кальций, % 1.09±0.12 1.58±0.09 1.44±0.09 

Сумма К+Са, % 9.48 8.33 7.82 

Кремний (растворимые формы), % 0.032±0.003 0.040±0.007 0.043±0.004 

Зола, % 23.93% 20.18% 20.37% 

В солевых отложениях в виде порошкообразного налета во всех образцах присутствует значительное 

количество кальция. Возможно, именно соединения кальция способствуют неравномерному распределению 

других веществ по поверхности листа, как на зародышах кристаллизации. 

Содержание калия, кальция и кремния в биомассе растений, определенное методом атомно-эмисси-

онной спектроскопии, приведено в таблице 1. В изучаемых образцах наиболее устойчивый к поражению 

бурой ржавчиной генотип содержит наибольшее количество и солей кальция, и окиси кремния. Этот образец 

показал низкое содержание солей калия и, как следствие, низкое суммарное содержание калия и кальция. В 

наименее устойчивом образце определено низкое содержание растворимых форм оксида кремния и наиболь-

шее суммарное содержание калия и кальция. О различном содержании минеральных веществ в изучаемых 

генотипах также говорит разное содержание золы. В образце, поражаемом бурой ржавчиной на 70%, содер-

жание золы достигает 24% (прокаливание при 600 °С), что примерно на 4% выше содержания золы в листьях 

двух других генотипов. 

Общее содержание элементов в листе отличается от содержания солей на поверхности листьев. Веро-

ятно, на устойчивость к грибным инфекциям влияет именно распределение соединений калия, кальция и 

кремния на поверхности листа, а не общее количество этих элементов, участвующее в жизнедеятельности 

растения. 

Термическое разложение листьев пшеницы проводилось в окислительной атмосфере. Термогравимет-

рический анализ может использоваться для определения содержания основных компонентов растительной 

биомассы (целлюлозы, гемицеллюлоз, лигнина, золы), которые разлагаются в определенных температурных 

интервалах [15–16]. Исходя из ТГА и ДГА (рис. 2), процесс разложения образцов можно разделить на 4 стадии 

потери веса. На первой стадии происходит испарение воды в диапазоне 30–130 °С. В диапазоне от 130 до 

180 °С происходит разложение низкомолекулярных соединений. Наибольшая потеря веса наблюдается от 180 

до 400 °С. В этом диапазоне происходит термическая деградация углеводной части клеточной стенки. Высокое 

содержание ГМЦ и гликозидов в листьях приводит к тому, что минимум ДТА наблюдается при 290 °С, тогда 

как минимум в ДТА чистой целлюлозы находится при 320 °С. Четвертая стадия характеризует разложение 

лигнина и протекает от 400 до 600 °С. При температурах выше 600 °С происходит разложение солей металлов, 

присутствующих в клеточной стенке с образованием оксидов. В таблице 2 приведены значения потери массы 

в указанных температурных диапазонах для исследуемых образцов листьев пшеницы. Для образца, подвер-

женного поражению листовой ржавчиной на 70%, отмечается наиболее высокое содержание зольного остатка 

(при 900 °С). Отношение потери веса в диапазоне разложения углеводов (180–400 °С) к потере веса в диапазоне 
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разложения лигнина (400–600 °С) составили 2.6 для образца 3-1 (поражение 70%), 2.3 для образца 3-6 (пора-

жение 30%) и 2.0 для образца 3-8 (поражение 10–20%). Можно предположить, что в устойчивых к поражению 

бурой ржавчиной образцах, содержание лигнина выше относительно углеводов.  

Низкомолекулярные соединения листьев пшеницы определялись в экстрактах методом ИК-спектроско-

пии. ИК-спектры биомассы листьев пшеницы показали очень высокое содержание нитратов (полосы поглоще-

ния 2426, 1383, 826 см-1). В спектрах также видно высокое содержание низкомолекулярных веществ на фоне 

поглощения лигноуглеводного комплекса (рис. 3). Полоса 1729 см-1 характеризует триглицериды и другие 

сложные эфиры (в том числе в гемицеллюлозах), широкая полоса 1648 см-1 – ароматические кислоты, терпены 

и флавоноиды. Полосу 1516 см-1 можно отнести к валентным колебаниям ароматических колец в лигнине и 

других ароматических соединений, в области 1200–1000 см-1 поглощают С–О связи углеводов – целлюлозы и 

гемицеллюлоз, а также гликозидные фрагменты, связанные с флавоноидами и ароматическими кислотами. 

В связи с высоким содержанием солей образцы были отмыты водой от водорастворимой фракции. 

Водные экстракты были высушены и разделены на три фракции: спирторастворимую, растворимую в 50% 

водном этаноле и нерастворимый остаток (табл. 3). Отмытые водой образцы были проэкстрагированы эти-

ловым спиртом. Все экстракты анализировались для установления веществ в составе, которые могут влиять 

на устойчивость растений к бурой ржавчине. 

Экстракт листьев 96% этанолом состоит из хлорофиллов. Методом УФ-видимой спектроскопии было 

определено соотношение хлорофилл a/хлорофилл b в растениях всех трех генотипов. Как показано в работе 

[17], хлорофилл b значительно увеличивает светосбор хлорофилла а при пониженной освещенности, осо-

бенно в условиях взаимного затенения растений в загущенных посадках. При высокой интенсивности све-

тового потока молекулы хлорофилла b участвуют в противоположном светосбору процессе – рассеивании 

потенциально опасного для растений избытка поглощенной энергии света в виде тепла (нефотохимическое 

тушение). У мутантных растений, не способных к синтезу хлорофилла b, эффективность поглощения энер-

гии света и ее передачи к фотосистемам значительно снижена. При ярком освещении такие растения испы-

тывают сильный окислительный стресс, в первую очередь из-за высокой продукции синглетного кислорода. 

Отсутствие хлорофилла b вызывает задержку цветения растений и преждевременный запуск программ он-

тогенетического и индуцированного старения [18]. 

В исследованных образцах низкое содержание хлорофилла b найдено в листьях генотипа 3-1, пора-

жающегося бурой ржавчиной на 70%. 

Осадок из водного экстракта (не растворимый в 96% и 50% водном спирте) во всех растениях имеет 

сходный состав (рис. 4). Эта фракция состоит из солей калия, кальция и биогенного оксида кремния. В об-

разцах 3-1 и 3-8 преобладает фосфат кальция. В образце 3-6 наряду с фосфатом кальция обнаружен сульфат 

калия в значительных количествах. Полосы 1613 и 1406 см-1 характеризуют поглощение карбоксилатных 

групп солей органических кислот. Рентгенофлуоресцентный спектр и содержание элементов (на примере 

образца 3-1) приведен на рисунке 5. 

Рис. 2. ТГА и ДТГ образцов 

пшеницы генотипов, 

различающихся по устойчивости 

к бурой ржавчине 3-1 

(пунктирная линия), 3-6 

(штриховая линия), 3-8 

(сплошная линия)  
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Таблица 2. Потеря массы образцов листьев пшеницы на различных стадиях термического разложения при 

нагревании образца со скоростью 10 К*мин-1 

Температурный  

диапазон, °С 

Потеря массы, % 

3-1 поражение 70% 3-6 поражение 30% 3-8 поражение 10–20% 

30–130 1.1±0.1 1.8±0.1 1.4±0.2 

130–200 1.6±0.2 2.0±0.2 1.8±0.2 

200–400 54.0±0.3 50.9±0.8 53.5±0.9 

400–600 20.5±0.5 25.3±0.9 23.2±0.6 

Зола (900 °С), % 20.0±0.8 15.1±1.1 16.1±0.2 

 

Рис. 3. ИК-спектры измельченной биомассы листа пшеницы разных генотипов 

Таблица 3. Содержание водо- и спирторастворимых веществ в листьях пшеницы генотипов, 

различающихся по устойчивости к листовой ржавчине 

Генотип 3-1 3-6 3-8 

Водный экстракт:  32.82% 26.80% 33.00% 

Спирторастворимая часть из водного экстракта 8.59% 1.71% 13.58% 

Часть водного экстракта, растворимая в 50% спирте 19.00% 22.78% 16.38% 

Осадок из водного экстракта (не растворимый в 96% и 50% водном спирте) 5.22% 1.49% 3.04% 

Экстракт 96% этанолом 7.46% 6.01% 5.24% 

Соотношение хлорофилл a /хлорофилл b 3.86 3.06 3.37 

 

Рис. 4. ИК-спектры осадков из водного экстракта листа пшеницы разных генотипов 
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Водно-спиртовая часть водорастворимой фракции листьев состоит из нитрата калия с небольшим со-

держанием органических веществ. Спиртовая часть водорастворимой фракции содержит гликозиды флаво-

ноидов (лютеолина и апигенина) и ароматических кислот (рис. 6). По данным таблицы 2 устойчивый к бурой 

ржавчине генотип имеет значительное содержание флавоноидов и ароматических кислот, при том что со-

держание водорастворимых веществ в нем и в наименее устойчивом образце одинаково. Образец средней 

устойчивости показал очень низкое содержание этой фракции, возможно, из-за высокого содержания лету-

чих веществ. 

ВЭЖХ профили этой фракции в трех сравниваемых генотипах различаются по соотношениям глико-

зидов апигенина, лютеолина и ароматических кислот. Гликозиды лютеолина преобладают в экстракте менее 

стойкого генотипа. В экстракте устойчивого к листовой ржавчине генотипа преобладают ароматические кис-

лоты и их производные. 
 

 

Рис. 5. Рентгенофлуоресцентный спектр и содержание элементов (весовые %) в осадке из водного 

экстракта образца 3-1 
 

 

Рис. 6. ВЭЖХ-профили спиртовая часть водорастворимой фракции экстрактивных веществ листа 

пшеницы разных генотипов (на длине волны 370 нм, 1 – гликозиды апигенина, 2 – гликозид 

лютеолина, 3 – ароматические кислоты) 

Выводы 

Выявленные отличия в составе листьев пшеницы различающихся по устойчивости к бурой ржавчине 

генотипов касаются в основном неорганических и низкомолекулярных экстрактивных соединений. 

На поверхности листьев восприимчивого к бурой ржавчине образца обнаружено высокое содержание 

солей кальция, тогда как на поверхности листьев устойчивых генотипов преобладает оксид кремния. 

Отношение потери веса в диапазоне разложения углеводов (180–400 °С) к потере веса в диапазоне 

разложения лигнина (400–600 °С) составило 2.6 для наименее устойчивого образца, 2.3 – для образца с по-

ражением на 30% и 2.0 – для устойчивого образца. Можно предположить, что в устойчивых к поражению 

бурой ржавчиной образцах содержание лигнина выше относительно углеводов. 

Листья растений, не стойких к грибной инфекции, содержат меньше хлорофилла b, что не только вы-

зывает задержку развития и цветения растений, но и преждевременный запуск программ онтогенетического 

и индуцированного старения. 

В листьях устойчивых генотипов также обнаружено высокое содержание ароматических кислот. 
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THE TISSUES OF THE SAMPLES OF SPRING COMMON WHEAT TRITICUM AESTIVUM L., DIFFERING IN RE-
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Micromorphological and chemical analyses of the leaves of soft wheat hybrids, differing in susceptibility to brown rust 

damage (pathogen Puccinia triticina Erikss.), were carried out. In this work we studied F4 progeny samples obtained by crossing 

the Novosibirsk 9 common wheat variety with Chinese Spring null-tetrasome lines, with differences in the CAD isozymes pattern 

and affected by fungal infection by 10–20, 30 and 70%. The leaves of typical plants of each genotype that were not exposed to 

infection were analyzed. The ratio of inorganic substances – potassium and calcium salts, and biogenic silicon oxide – was deter-

mined both on the surfaces of the leaves and in there total biomass. It is established that silicon oxide, which prevails on the 

surface of the leaves, increases resistance to fungal infection. Based on TGA, the lignin structure of leaves affected by brown rust 

is uniform. Lignin of the leaves of the resistant genotypes has several fractions that differ in their thermal properties. The content 

of glycosides of apigenin and aromatic acids is higher in the leaves of resistant genotypes. The leaves of plants susceptible to 

fungal infection contain less chlorophyll b, which could cause a delay in growing and flowering and weaken the protective reac-

tions of plants. 

Keywords: common wheat, brown rust, mineralization, IR spectroscopy, thermal analysis. 
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