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Chalcogenisation of unsaturated  
organohalogen compounds by elemental  
chalcogens and their metal derivatives 
 

© Igor B. Rozentsveig*,**, Valentina S. Nikonova*, Nikolai A. Korchevin*,*** 
 

* A.E. Favorsky Irkutsk Institute of Chemistry SB RAS, Irkutsk, Russian Federation 
** Irkutsk State University, Irkutsk, Russian Federation 
*** Angarsk State Technical University, Angarsk, Russian Federation 
 

Abstract: The presented review addresses the prospects for application of organochalcogen compounds in 
various fields of technology, medicine, agriculture and organic synthesis. The unsaturated chalcogenisation 
products appear to be of much greater interest compared to their saturated analogues, especially in organic 
synthesis. This study observes halogen derivatives of ethene, propene, propyne and butene subjected to 
chalcogenisation as unsaturated substrates. The indicated reagents are related either to large-tonnage prod-
ucts of industrial organochlorine synthesis or waste products of organochlorine production with their disposal 
presenting an important environmental task. According to analysed publications, chalcogenisation processes 
are based on the application of elemental chalcogens (sulphur, selenium, and tellurium) or their available 
metal derivatives (Na2S, etc.). In the reactions of chalcogens with unsaturated halogen derivatives, the ele-
ments both in an accessible form and in a free state are subjected to reductive activation resulting in the for-
mation of anionic nucleophilic reagents. Complex metal hydrides, chalcogenide anions and rongalite are ex-
ampled for application in terms of reducing agents. The review emphasises the prospects of basic reduction 
systems based on hydrazine hydrate in activation processes. Special aspects in the introduction of caustic 
alkalis and an monoethanolamine organic amine as bases in these systems are described. For the considered 
chalcogenisation processes, conditions are specified providing the most optimal yield of certain products. In 
some particular cases, the stereochemistry of the obtained compounds is presented considering the formation 
conditions for the stereoisomers of a certain configuration. For a number of the obtained compounds, the pro-
spects of practical application are provided. In general, the current review is intended for specialists working in 
the field of organic synthesis and application of organochalcogen compounds. 
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Резюме: В представленном обзоре рассмотрены вопросы, касающиеся перспектив использования 
халькогенорганических соединений в медицине, сельском хозяйстве, в различных областях техники и 
в органическом синтезе. Показано, что ненасыщенные продукты халькогенирования представляют  
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гораздо больший интерес по сравнению с их насыщенными аналогами, особенно при использовании 
в органическом синтезе. В качестве ненасыщенных субстратов, подвергаемых халькогенированию, 
представлены галогенпроизводные этена, пропена, пропина и бутена. Указанные реагенты отно-
сятся либо к многотоннажным продуктам промышленного хлорорганического синтеза, либо явля-
ются отходами хлорорганических производств, утилизация которых является важной экологиче-
ской задачей. Проанализированные публикации отражают процессы халькогенирования, базирую-
щиеся на использовании элементных халькогенов (серы, селена и теллура) или их доступных ме-
таллических производных (Na2S и др.). Для осуществления реакций халькогенов с ненасыщенными 
галогенпроизводными элементы в доступной форме в свободном состоянии подвергают восстано-
вительной активации, в результате которой образуются анионные нуклеофильные реагенты.  
В качестве восстановителей показаны примеры использования комплексных гидридов металлов, 
халькогениданионов и ронгалита. В обзоре подчеркнуты перспективы применения для целей акти-
вации основно-восстановительных систем на базе гидразингидрата. Показаны особенности введе-
ния в качестве оснований в эти системы едких щелочей и органического амина – моноэтанолами-
на. Для рассмотренных процессов халькогенирования указаны условия, обеспечивающие наиболее 
оптимальные выходы определенных продуктов. В необходимых случаях представлена стереохимия 
получаемых соединений и рассмотрены условия образования стереоизомеров определенной конфи-
гурации. Для некоторых получаемых соединений показаны перспективы практического применения. 
Материал обзора будет полезен специалистам в области органического синтеза и практического 
использования халькогенорганических соединений. 
 
Ключевые слова: халькогенорганические соединения, халькогенирование, халькогены, ненасыщен-
ные галогенорганические соединения, системы гидразингидрат-основание 
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INTRODUCTION 
The scope of organic chalcogen compounds 

can be seen to be constantly expanding. Although 
sulphur and its organic derivatives have been ap-
plied by humans since ancient times, more recent 
uses include unique medicines created on their 
basis, including antibiotics, anticancer drugs, drugs 
for human immunodeficiency, as well as protector 
drugs against ionising radiation. The technological 
application of organosulphur compounds is asso-
ciated with the development of rubber vulcanisa-
tion agents, dyes, photographic materials, com-
plexing agents, flotation reagents and extractants, 
polymerisation process regulators, as well as with 
the creation of corrosion protection agents and 
new types of polymeric materials, in particular for 
new generation chemical current sources and oth-
ers directions [1]. The use of selenium and telluri-
um compounds was clearly indicated only in the 
second half of the last century and was associat-
ed, first of all, with their technical application in 
obtaining ligands for complex formation, organic 
semiconductors and electrically conductive poly-
mers [2, 3]. However, in recent decades, numer-
ous data have been obtained on the biological role 
of selenium and tellurium organic derivatives [4–6]. 
A detailed study for the structure of organochalco-
gen compounds (OCC) served as an impetus for 
the development of many theoretical concepts in 

organic chemistry [7–9]. An important direction in 
the application of OCCs involves their use as pre-
cursors in contemporary organic synthesis [10–12]. 
By virtue of these precursors, new nanomaterials, 
analogues of natural compounds are obtained 
along with typically unstable, highly reactive com-
pounds. Thus, the synthesis and use in modifying 
drugs of this class of compounds presents a spe-
cific task in modern organic chemistry. 

The development and improvement of meth-
ods for OCC synthesis is constantly stimulated by 
the continuous expansion in the scope of their ap-
plication. The most universal method of introducing 
a chalcogenyl substituent into the structure of an 
organic molecule involves the nucleophilic substi-
tution of halogen. Chalcogen-containing anions 
manifest themselves as nucleophiles in these re-
actions (Y

2-
, Yn

2-
, RY

-
 with Y = S, Se, Te and R 

denoting an organic radical). The specified anionic 
forms are included in some commercial chemicals, 
mainly sodium sulphide, applied in the form of na-
nohydrate (Na2S · 9Н2О). The application of the 
considered chalcogenide reagents is directly relat-
ed to the possibility of their generation from acces-
sible, storage-stable elemental chalcogens. In or-
der introduce them into a nucleophilic substitution 
reaction, simple substances are converted into an 
anionic form by chemical activation carried out due 
to the reductive splitting of Y–Y bonds in elemental  
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chalcogens. Currently, although a wide range of 
reducing systems is available for application, their 
use is typically associated with the involvement of 
explosive reagents (organic derivatives of metals, 
hydrides and complex hydrides), toxic and com-
bustible solvents, compounds of heavy metals in 

lower oxidation states and other factors reducing 
the preparative value of the developed methods. 
The generation of chalcogen-containing nucleo-
philes is effectively carried out using the hydrazine 
hydrate-alkali basic reduction system [13] and can 
be represented by the following scheme: 

 
2nY + N2H4 ·H2O + 4KOH → 2K2Yn + N2 + 5H2O 

n = 1–4 
 

In this reaction, the value of n is determined 
by the Y: KOH ratio. 

Here, the resulting chalcogenide and poly-
chalcogenide anions are reacting in the synthesis 
directly in the hydrazine hydrate solution without 
being isolated in an individual state. Using this  
activation method, a large number of saturated 
OCCs have been synthesised, including chalco-
gen-containing polymers and heterocyclic systems, 
some of whose unique properties have been de-
scribed (see, for example, [14]). 

From a practical point of view, OCCs with 
multiple structural bonds are of particular interest 
due to their significant expansion of the synthetic 
potential and practical significance of the studied 
compounds. In order to synthesise them, reactions 
of chalcogen-containing nucleophiles with unsatu-
rated organohalogen compounds can be applied. 
In the substrates under consideration, halogen 
atoms can be attached to carbon atoms in both the 
sp

3
 hybridisation state, characterised by nucleo-

philic reactions to proceed fairly easy, and the sp
2
 

hybridisation state. In the latter case, nucleophilic 
substitution may be hindered [15]. When the condi-
tions change, halogen vinyl fragments in the result-
ing products enter into further chemical transfor-
mations, ensuring cascade reactions allowing val-
uable OCCs to be obtained. 

The present review provides the main research 
results with the objects of study consisting in orga-
nohalogen derivatives of ethylene, propylene, pro- 

pyne and butylene. In addition, such derivatives are 
to be highlighted as relating either to large-tonnage 
organochlorine products or substances generated 
from organochlorine production wastes. 

Halcogenisation of ethylen chlorinated deriva-
tives. Thiylation of vinyl halides or their derivatives, 
having a halogen atom attached to the sp

2
-hyb- 

ridised carbon atom, is carried out either using 
photochemical and thermal assistance [16, 17] or 
by means of aprotic highly polar solvents [17]. In 
nucleophilic reactions, only di- and polyhalogen 
derivatives of ethene were studied. 

The ethylene dichloro-derivatives 1,1-dichloro- 
ethene (vinylidene chloride) (1a) and 1,2-dichloro- 
ethene (E- and Z-isomers) (1b) present commer-
cially available monomers and reagents. The un-
saturated organochalcogen compounds obtained 
on their basis open up wide possibilities for the 
synthesis of polyfunctional n, π-ligands for com-
plexation with transition metal ions. 

The work [18] describes the photochemical 
reaction of atomic sulphur with 1,2-dichloroethene 
(1b), resulting in a low yielded dichlorothiirane. 
However, when the Z-1b compound and sodium 
sulphide nonahydrate reacts in acetonitrile with the 
presence of 15-crown-5 interphase transfer cata-
lyst (0.4 equiv.), a mixture of cyclic unsaturated 
sulphur-containing compounds – unsaturated thia-
crown esters (2a-h) – was obtained at room tem-
perature in 45 h with a total yield of 40 % [19] 
(Scheme 1). 

 
Scheme 1 

Схема 1 
 

Cl

Cl

1b

 +  Na2S
MeCN

15-crown-5 SS

S n = 0-7

2a-h

n

 
 

n = 0, 2а (44 %)*; n = 1, 2b (3 %); n = 2,2c (traces); 
n = 3, 2d (4 %); n = 4, 2e (18 %); n = 5, 2f (16 %); 
n = 6, 2g (10 %); n = 7, 2h (5 %). 

* product concentration in the mixture, accord-
ing to 

1Н NMR data. 
X-ray diffraction data were obtained for the 

synthesised thiacrown esters, presenting all sul-
phur atoms in the cycle to be directed inward  
(endodentate ligand), i.e. totally Z-configurated. 

The dimensions of the cavities for the (2d-h) joints 
consistently increase from 1.76 to 5.36 Å. 

In the treatment of Z-1b dichloroethene by 
sodium selenide obtained from selenium, sodium 
hydroxide and reducing agent of rongalite (sodium 
hydroxymethylsulphinate), six unsaturated seleno-
crown esters (3a-f) were synthesised (total yield  
of 29 %) using 0.1 eq. of 15-crown-5 ether addi-
tives [20] (Scheme 2). 

2d-h1b

n = 0–7
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Scheme 2  
Схема 2 

 

Cl

Cl

1b

 +  Na2Se
15-crown-5 SeSe

Se n = 0, 3-7

3a-h

n

 
 

n = 0, 3а (24 %)*; n = 3**, 3b (6 %); n = 4, 3c (22 %); 
n = 5, 3d (20 %); n = 6, 3e (16 %); n = 7, 3f (12 %). 

* product concentration in the mixture, accord-
ing to 

1Н NMR data. 
** no traces of n = 1 and 2 compounds were 

detected in the mixture. 
As an example, the complexation of crown 

ether selenium with silver ions is presented in [20]. 
Type 2 unsaturated thiacrown ethers were al-

so synthesised in the reaction of vinylidene chlo-

ride (1a) with sodium sulphide nonahydrate in ace-
tonitrile with the presence of catalysts: 15-crown-5 
or polyethylene glycol with a molecular weight of 
300, 750 and 2000 units [21]. In this case, an in-
teresting feature of the reaction consists in the 
formation of 18-membered (4) and 21-membered 
(5) cycles with E-configuration of one of the double 
bonds in addition to the formation of (2a-h) cycles 
with exclusively Z-configuration of sulphur atoms in 
the double bond (Scheme 3). 

 

Scheme 3  
Схема 3 

 

Cl

Cl
S

S

S

4

n

n= 0-7

2a-h

S S

S

S

S

S

S

SS

5

S
S

S

S

Na2S•H2O

15-crown-5
or

polyethylene glycol

1a

++

 
 

2а – 39 %*; 2b – 4 %; 2c – no traces; 2d – 6 %;  
2e – 21 %; 2f – 13 %; 2g – 9 %; 2h – 5 %; 4 – 2 %;  
5 – 2 %. Product concentration in the mixture, ac-
cording to 

1Н NMR data (0.4 equiv. of 15-crown-5 
catalyst, room temperature, duration of 48 hours). 
In the case of applying the polyethylene glycol 
(0.1–0.5 equiv.) as a catalyst, a mixture of thia-
crown ethers of approximately the same composi-
tion was obtained with a maximum yield of 15 %. 

According to the work [21], in the product mix-
ture, the absence of compounds with a geminal ar-
rangement of sulphur atoms relative to the double 
bond carbons is accounted for mechanism involving 
the isomerisation of the geminal intermediate into a 
vicinal product. The considered scheme of the 
mechanism illustrates the formation of E-configura- 

ted cycles. However, according to the authors, the 
initial act of the process is presented by direct nu-
cleophilic substitution of chlorine atoms in vinylidene 
chloride (1a), leading to contradiction in the inertness 
notion of halogen atoms attached to a double bond. 

Using the "sulphur-hydrazine hydrate-KOH" 
system generating exclusively S

2-
 anions at a 

KOH:S ratio exceeding 2, the thiylation of (1a) and 
(1b) dichloroethenes easily proceeds at a tempera-
ture of 23 °C and results in a mixture of three 
product types: 1,4-dithiin (2a) (16-31 and 14–46 % 
of yield, when using the (1a) and (1b) compounds, 
respectively), the (6) oligomer (26–75 %) and the (7) 
product of oxidative condensation of sulphur, i.e. a 
mixture of polysulphide anions Sn

2-
 (S2

2-
, S3

2-
 and 

even traces of S4
2-

) (Scheme 4) [22]. 
 

Scheme 4 
Схема 4 

 

Cl

Cl

Cl
Cl

S

S
+  oligomer  + Sn

2-

2a 6 7

S/N2H4•H2O/KOH
1a

1b  

 

1b 3a-h

n = 0, 3–7

n = 0–7

2а-h1a 54

Na2S · H2O

1b

1а

2а 6 7

S/N2H4 · H2O/KOH
O
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In the case of applying (1a) dichloride and (1b) 
compound, the molecular weight of the resulting (6) 
oligomeric product comprises 2260–6120 and 
1750–2000 units, respectively. Based on the ele-
mental analysis data, the following structure was 
assigned to the oligomer: 

 
ClCH=CH–S–(CH=CH–S–)x– 

 
–(CH=CHNHNH–)y–CH=CHCl. 

 
For oligomers obtained using the (1a) com-

pound, the value of x and y was equal to 30–88 
and 6–15, respectively. In the case of using the 

(1b) dichloride, the above values were 22–24 and 
1–6, respectively. According to IR spectroscopy 
and taking the results of the E- and Z-polyvinyl 
sulphide (PVS) studies into account, the vinylene 
units in the oligomer chain are exclusively Z-con- 
figurated [23]. In current study, PVSs were ob-
tained by polycondensation of E- and Z-1b dichlo-
rides with E- and Z-isomers of hardly accessible 
sodium 1,2-ethendithiolate (Scheme 5). 

The electrical conductivity of obtained PVS is 
also examined by the authors of work [23], and E, 
E-PVSs are demonstrated to possess higher conduc- 
tivity in comparison with Z,Z-polymer with the lgσ 
value ranging approximately from -4,5 to -6 S/cm). 

 

Scheme 5 
Схема 5 

 

Cl Cl

Cl

Cl

Cl

Cl

+
NaS SNa

NaS SNa

S S

x

Z, Z-PVS

45°C, 12 h

DMSO

DMSO

DMSO

40°С, 40 h

40°С, 90 hNaS

SNa

+

+

S
S

x

S

S
x

Z, E-PVS

E, E- PVS

Z-1b

E-1b

E-1b

 
 

For 1,4-Ditiin (2a) in the reaction represented 
by Scheme 4, the substantially higher yield is  
observed in comparison with the data, obtained by 
the authors of works [19, 21], and its separation 
from other reaction products proceeds quite easily.  
A slightly higher yield of 47 % was established in 
the study for the reaction of Z-1b dichloride with  
Z-1,2-sodium ethanedithiolate in dry DMSO [24] 
(Scheme 6). 

 
Scheme 6 

Схема 6 
 

Cl

Cl

Z-1b

+

NaS

NaS S

S

2a  
 
The (2a) compound involves an important ob 

ject for structural studies, making the development 
of preparatively available methods for its prepara-
tion to be an important synthetic task. 

After the separation of (2a) and (6) products, 
the formation of (7) polysulphide anions in the re-
maining aqueous hydrazine solution was confirmed 
by their alkylation by 1-bromopropane with the isola-
tion and identification of dipropyl polysulphides. 

The formation of the monotypic products pre- 
sented in Scheme 4 under application of vinyli-
dene chloride (1a) or both isomers of 1,2-dichlo- 
roethene (1b), as well as the participation of hyd- 
razine in the formation of (6) oligomers, allowed 
the authors of [22] to propose a scheme for prod-
uct formation having the primary key act consisting 
in the dehydrochlorination of (1) compounds with 
the formation of highly reactive chloroacetylene (8) 
(Scheme 7). 

 
Scheme 7 

Схема 1 
 

1a,b Cl

8

OH-

-Cl-, -H2O

 
 

 

Z-1b

Е-1b

E-1b

45 °С, 12 h

45 °С, 40 h

45 °С, 90 h

Z, Z-PVS

Z, E-PVS

E, E-PVS

Z-1b 2a 

1a, b 

8 
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The presence of excess hydrazine in the re-
action medium prevents the formation of macrocy-
clic structures presented in [19, 21] and, with the 
participation of (8) reagent and S

2-
 anions, results 

in the formation of nitrogen containing oligomers.  
During the reaction of selenium and tellurium 

with (1a) vinylidene chloride under conditions simi-
lar to sulphur application, no analogues of 1,4-di- 
thiine were isolated [25]. In the case of tellurium, 
the presence of diethyl telluride (9) is convincingly 
proved by the authors of this work with the for-
mation accounted for the reductive hydrogenation 
of multiple bonds with the participation of hydra-
zine and telluride anions (Scheme 8). 

 

Scheme 8 
Схема 8 

 

Cl

Cl

1a

Te/N2H4•H2O/KOH
Et2Te

9  
 

Tetrachloroethylene, a derivative of ethylene 
having four chlorine atoms, is the subject of large-
scale industrial production. Having relatively stable 

characteristics, this compound is widely applied  
in terms of a solvent for dry cleaning of textile  
materials and degreasing metal surfaces. The 
works [26, 27] describe only the interaction of tet-
rachlorethylene with sodium polysulphide Na2Sx 
formed upon activation of sulphur with sodium sul-
phide Na2S · H2O (Scheme 9) [27]. 

 

Scheme 9 
Схема 9 

 

Na2S·9H2O  +  (x-1)S Na2Sx  +  9H2O  
 

In order to obtain an anhydrous polysulphide, 
water is removed by azeotropic distillation using 
octane. 

The obtained anhydrous polysulphide (x = 2–5)  
reacts with tetrachlorethylene in a DMSO me- 
dium and a temperature of 90–110 °С (1.5–3 h) 
and forms polysulphide polymers having semicon-
ductor properties (when doped with iodine, the 
electrical conductivity is 10

-8
 S/cm) [26]. According 

to the authors of this work, the obtained polymer is 
assumed to contain fully polycondensed structures 
(10–13), as well as fragments with incomplete pol-
ycondensation (14–16) (Scheme 10). 

 

Scheme 10 
Схема 10 
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ClCl
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n

Sx

Sx
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n
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n
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n
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Sx Sx

SNa NaS
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SNa Sx

Sx SNa

SNa

; ; ;

; ; ;

 
 

The structure of fragments (10–15) was con-
firmed by reductive cleavage of polymers by the 
"hydrazine hydrate-alkali" system and subsequent 
methylation of cleavage products. 

Although the reaction of tetrachlorethylene 
with Na2S4 and Na2S5 in aqueous alkaline DMF 
also results in polymer products, the Na2S3 trisul-
phide in this reaction forms an individual com-
pound of dimethylthioacetamide (17) with the par-
ticipation of dimethylamine resulting from the alka-
line hydrolysis of DMF [28] (Scheme 11). 

The simplest chlorine derivative of propene, 
3-chloropropene (allyl chloride), present a multi-ton 
product of industrial organochlorine synthesis. The 
high mobility of halogen in the allyl position en-
sures the production of a wide range of allyl chal-
cogenides [see, for example, 29, 30] studied in the 
chalcogen Claisen rearrangement of allylaryl (het-
eroaryl) chalcogenides [31, 32], identification the 

chalcogen atom characteristics affecting the allyl 
rearrangement in the series of allylphenylchalco-
genides [33], as well as in the synthesis of various 
heterocyclic structures [34]. 
 

Scheme 11 
Схема 11 
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Halogen derivatives of propene and propyne 
By application of AllX (X = Cl, Br, I) and ele-

mental chalcogens in the hydrazine hydrate/KOH 
system, all three diallyl chalcogenides were ob-
tained [35]. As expected, allyl iodide is the most 
reactional, followed by bromide and chloride. 
When AllCl is introduced in the synthesis of diallyl 
selenide, the by-product of allyl propyl selenide is 

formed due to the participation of hydrazine and 
atmospheric oxygen, in other words, hydrogena-
tion of one double bond is observed [35, 36]. In the 
presence of atmospheric oxygen in an alkaline 
medium, hydrazine forms a highly reactive diimide 
hydrogenating the intermediate-generated potas-
sium allyl selenolate contained in the aqueous hy-
drazine phase (Scheme 12). 

 

Scheme 12 
Схема 12 

 

 
Х = Cl, Br, I 
 

In parallel, the formed diallyl selenide and the 
allyl propyl selenide obtained by hydrogenation 
transits into the organic phase, avoiding further re-
duction. In the case of using allyl bromide, the reac-
tion of diallyl selenide formation proceeds quickly 
and potassium allyl selenate transits from the aque-
ous hydrazine phase without hydrogenation [35]. 

The chalcogenisation of the dichloro-derivative 
of propene, 2,3-dichloropropene-1 (18a), was stud-
ied only in the hydrazine hydrate-base system. Di-
chloropropene (18a) with a S2

2- 
disulphide anion, 

generated in the hydrazine hydrate-KOH system at 
a ratio of KOH : S = 1 : 1 and yielded in 78 %, forms 
not an expected disulphide, but rather a monosul-
phide derivative (19) [ 37] (Scheme 13). 

 

Scheme 13 
Схема 13 
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The corresponding disulphide (20) was ob-
tainned in the yield of 70 % by generating an anion 
disulphide in the hydrazine hydrate-monoethanol- 
amine system [38] (Scheme 14). 

 

Scheme 14 
Схема 14 
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The diselenide anion obtained both in the hy-
drazine hydrate-KOH system and in the hydrazine 
hydrate-monoethanolamine system forms a mon-
oselenide derivative (21) in a reaction with dichlo-
ride (18a) (72–70 % yield). However, in the latter 
case, diselenide (22) was identified with the yield 
of 7 % [39] (Scheme 15). 

Scheme 15 
Схема 15 
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No tellurium-containing products are formed 
by tellurium in the K2Te or K2Te2 with dichloride 
forms (18a). The products of the reaction turned 
out to be propadiene (23) (78 %) and regenerated 
elemental tellurium [40] (Scheme 16). 

 

Scheme 16 
Схема 16 
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The proposed reaction can serve as a con-
venient preparative method for producing propadi-
ene, which is widely used in various organic syn-
thesis processes [41]. 

1,3-Dichloropropene (18b) presents an isomer 
of dichloride (18a) with the chlorine atoms located 
in the 1,3-positions. Commercial product (18b) 
consists of E- and Z-isomers mixture with a pro-
portion of 1.1 : 1. According to the work [42], in a 
reaction with (sulphur-hydrazine hydrate-base) 
systems, with either KOH or monoethanolamine is 
used as the base, dichloropropene (18b) behaves 
similarly to the 18a compound. In the first system, 
monosulphide (24) (72 % yield, a mixture of three 
geometric isomers)

 
is formed during the generation 

of S2
2-

 anions (Scheme 17). When monoethanol- 
amine is used as the base (also generating anions 
S2

2-
 [13]), the corresponding disulphide (25) is 

quantitatively isolated. 
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Scheme 17 
Схема 17 
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When applying selenium, a complex mixture 
of products is formed in both systems with the 
possibility of isolating the corresponding selenide 
in a yield of up to 15 % [42]. 

The reaction of dichloropropene (18b) with tel-
lurium in the hydrazine hydrate-KOH system ap-
pears to be completely different from the corre-
sponding reaction of the isomer (18a) provided in 
Scheme 16. As a result of the interaction of dichlo-
ride (18b) with tellurium activated to K2Te, diallyl 
telluride (26) was obtained with a yield of 57 % 
(Scheme 18) [42]. This work discusses the mecha-
nism of reductive cleavage of the С–Сl bond with 
sp

2
-hybridised carbon atom. 

 

Scheme 18 
Схема 18 
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The method of obtaining diallyltelluride (26), 
presented in Scheme 18, turns to be preparatively 
more effective than the synthesis of this compound 
by allyl iodide. 

Among the halogen derivatives of propyne, pro-
pargyl bromide (27) is most often applied in laborato-
ry practice. By applying it under the action of sodium 
sulphide nanohydrate, dipropargyl sulphide (28) is 
obtained with a yield of 48 % [43] (Scheme 19). 

 

Scheme 19 
Схема 19 
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Dipropargyl selenide (29) is formed with a  
61–70 % yield in the reaction of two equivalents of 
propargyl bromide (27) with sodium selenide 
(Scheme 20), obtained during the reduction of se-
lenium by NaBH4 in ethanol [44]. 

 
Scheme 20 

Схема 20 
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With the substitution of propargyl bromides, 
the corresponding substituted propargyl sulphide 
and selenide were obtained, some of which were 
successfully applied in the synthesis of heterocy-
clic compounds [45].  

No dipropargyl telluride was obtained due to 
its extreme instability. 

Chlorinated derivatives of butene  
1,3-Dichlorobut-2-ene (30) was studied in the 

chalcogenisation reactions as a C4 unsaturated 
halogenated hydrocarbon. Dichloride (30) pre-
sents a waste product of chloroprene production. 
Using the (sulphur-hydrazine hydrate-KOH) sys-
tem (sulphur is activated to anions S2

2-
), the cor-

responding disulphide (31) was obtained from 
dichlorobutene (30) in 84 % yield and success- 
fully used in obtaining heterocyclic compounds:  
5-methyl-1,2-dithiol-3-thione (32) and 3-thiophen- 
tiol (33) (Scheme 21) [46]. 

So far from this example, despite the fact that 
the dichloride (30) is a homolog of 1,3-dichloro- 
propene (18b), its behaviour in chalcogenisation 
reactions appears to be significantly different. 

 

Scheme 21 
Схема 21 
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CONCLUSION 
The presented research data demonstrate the  

possibility of obtaining valuable organochalcogen 

compounds using simple unsaturated halogen de-
rivatives and elemental chalcogens with the si- 
multaneous action of basic reduction systems. Due  
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to the availability of precursors, the ease of imple-
mentation of the proposed methods and the high 
practical significance of the obtained products, the 
considered methods are a powerful tool in the  
development of organochalcogen synthesis and 
the expanded scope of OCC applications. For pre-
parative purposes, the prospects and advanta- 

ges of using basic reduction systems based on 
hydrazine hydrate for chalcogen activation are 
presented in a particularly informative form. The 
authors hope the presented results will attract  
the attention of researchers involved in the syn- 
thesis, structural study and practical application  
of OCC. 
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Резюме: Поликарбоновые кислоты участвуют во многих жизненных процессах, а герматраны про-
являют высокую биологическую активность. В то же время реакции 1-замещенных герматранов  
с поликарбоновыми кислотами исследованы недостаточно. С одной стороны, сообщалось об 
устойчивых в присутствии воды соединениях герматранов с веществами, содержащими карбок- 
сильную группу. С другой стороны, известно, что герматрановый цикл гидрата 1-герматранола в 
водной среде разрушается D-винной кислотой с образованием бис(µ-тартрато)ди(гидроксо)- 
германата(IV) триэтаноламмония. Нами исследовано взаимодействие гидрата 1-герматранола 
(H2O·НОGe(OCH2CH2)3N) со щавелевой кислотой (HOC(O)COOH) в воде, диметилсульфоксиде, ацето- 
нитриле и изоамиловом спирте. Реакция в водной среде при 20–25 °С быстро приводит к расщеп-
лению герматранового остова с образованием бис(оксалато-О,O’)дигидроксигерманата триэта-
ноламмония [(C2O4)2Ge(OH)2]

2-·H+·[(HOCH2CH2)3NH]
+. Выдерживание реакционного остатка после 

упаривания воды при 50 °С в вакууме 2 мм рт. ст. в течение 2 ч приводит в результате топохими-
ческой реакции соответственно к моно- и бис(герматран-1-ил)оксалату (ROC(O)COOGe(OCH2CH2)3N 
(R = H и N(CH2CH2O)3Ge), а также к восстановлению 1-герматранола. При дополнительном выдер-
живании этой реакционной массы в вакууме 2 мм рт. ст. при 100 °С в течение 40 мин в ней обра-
зуются бис(герматран-1-ил)оксид О[Ge(OCH2CH2)3N]2 и герматран-1-ил)формиат. При растворении  
в воде полученных реакционных смесей полученные соединения вновь превращаются в бис(оксалато- 
О,O’)дигидроксигерманат триэтаноламмония и 1-герматранол. Нагревание смеси гидрата 1-гер- 
матранола со щавелевой кислотой в среде диметилсульфоксида и ацетонитрила наряду с 1-гер- 
матранилоксалатами приводит к образованию продукта гидролитического расщепления гермат-
ранового остова – бис(оксалато-О,O’)дигидроксигерманата триэтаноламмония, а кипячение в изо-
амиловом спирте – преимущественно к реакции этерификации с выходом 1-изоамилоксигер- 
матрана более 90 %. 
 

Ключевые слова: гидрат 1-герматранола, щавелевая кислота, бис(оксалато-О,O’)дигидроксигер- 
манат триэтаноламмония, (герматран-1-ил)оксалат, бис(герматран-1-ил)оксалат, герматран- 
1-ил)формиат, бис(герматран-1-ил)оксид, этерификация, расщепление, топохимическая реакция 
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Abstract: Polycarboxylic acids are involved in many life processes, along with germatranes exhibiting high bio-
logical activity. At the same time, the studies on the reactions of 1-substituted germatranes with polycarboxylic 
acids appear to be insufficient. On the one hand, compounds of germatranes with substances containing a car 
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boxyl group were reported to be stable in the presence of water. On the other hand, the germatranic cycle of  
1-germatranol hydrate in an aqueous medium is acknowledged to be decomposed by D-tartaric acid to  
bis(µ-tartrato)di(hydroxy)germanate(IV) triethanolammonium form. In this work, the interaction of 1-germatranol  
hydrate (H2O·НОGe(OCH2CH2)3N) with oxalic acid (HOC(O)COOH) in water, dimethyl sulphoxide and aceto- 
nitrile alcohol was studied. The reaction in an aqueous medium at 20–25 °С quickly leads to the cleavage of the 
germatrane skeleton followed by the formation of [(C2O4)2Ge(OH)2]

2-·H+·[(HOCH2CH2)3NH]
+
 bis(oxalate-O,O') 

dihydroxygermanate triethanolammonium. As a result of the topochemical reaction, exposing the reaction res-
idue following evaporation of water at 50 °С in a vacuum of 2 mm Hg for 2 h subsequently leads to the for-
mation of (ROC(O)COOGe(OCH2CH2)3N(R=H) and N(CH2CH2O)3Ge mono- and bis(germatran-1-yl)oxalate), 
as well as to the reduction of 1-germatranol. Under additional exposure of the reaction mixture in a 2 mm Hg 
vacuum at 100 °C for 40 min, O[Ge(OCH2CH2)3N]2 bis(germatran-1-yl)oxide and (germatran-1-yl)formate is 
formed. Following the water dissolution of the reaction mixtures, the resulting compounds undergo another 
conversion to bis(oxalate-O,O')dihydroxygermanate triethanolammonium and 1-germatranol. Heating a mix-
ture of 1-germatranol hydrate with oxalic acid in a dimethyl sulphoxide and acetonitrile medium along with  
1-germatranyl oxalates leads to the formation of a hydrolytic cleavage product of the germatrane skeleton, 
bis(oxalate-O,O')dihydroxygermanate triethanolammonium, while the boiling of isoamyl alcohol mainly pro-
vides for the esterification reaction with a 1-isoamyloxygermatrane yield exceeding 90 %. 
 

Keywords: 1-germatranol hydrate, oxalic acid, bis(oxalate-O,O')dihydroxy germanate triethanolammonium, 
(germatran-1-yl)oxalate, bis(germatran-1-yl)oxalate, germatran-1-yl)formate, bis(germatran-1-yl)oxide, esteri-
fication, cleavage, topochemical reaction 
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ВВЕДЕНИЕ 
Герматраны обладают широким спектром 

биологического действия. Они проявляют проти-
воопухолевый, ранозаживляющий и иммуности-
мулирующий эффекты, полезны при наруше- 
ниях обмена веществ, хронических респира- 
торных и сердечно-сосудистых заболеваниях,  
болезнях органов пищеварения, печени, почек, 
некоторых формах аллергии, гипертонии и ката-
ракте [1–21]. 

Заметно большая устойчивость герматра-
нового цикла по сравнению с силатрановым к 
гидролитическому расщеплению позволяет ис-
пользовать герматраны в качестве транспорти-
рующего агента биологически активных фраг-
ментов в живые клетки [11]. Гидрат 1-гермат- 
ранола стимулирует иммунную систему [12, 13], 
может быть использован для профилактики 
пародонтита, гингивита и кариеса [14], обла- 
дает гемоглобинопротекторным и аниокси- 
дантным действием, активирует триптофанил-
τРНК-синтетазу [15], интенсифицирует рост 
растений [16, 17]. 1-(2-аминоэтокси)герматран 
снижает интенсивность перекисного окисления 
липидов [18]. Композиции герматранов с лекар-
ственными препаратами и биологически актив-
ными веществами, в том числе с карбоновыми 
кислотами, представленные как комплексные 
соединения, снижают токсический эффект и 
увеличивают лечебный эффект фармакологи 
 

ческих препаратов [19–21]. 
Первый представитель 1-ацилоксигермат- 

ранов RC(O)OGe(OCH2CH2)3N – 1-ацетоксигер-
матран (R = СН3), синтезирован с выходом 91 % 
реакцией 1-метоксигерматрана с 98%-й уксусной 
кислотой и ее ангидридом в среде о-дихлорбен- 
зола при 100 °С [22]. 1-Ароилокси-, 1-арилокси- 
ацетокси-, 1-α-карбоксифурил- и 1-α-карбокси- 
тиенилгерматраны получены при взаимодей-
ствии 1-хлоргерматрана с соответствующими 
калийными солями карбоновых кислот в среде 
o-дихлорбензола с выходом 41,5–86 % [23]. Пред- 
ложен также метод синтеза 1-ацилоксигермат- 
ранов последовательной реакцией диоксида 
германия с триэтаноламином и карбоновыми 
кислотами в среде o-ксилола или изоамилового 
спирта [24, 25]. 

Сообщалось о синтезе 1-карбоксизамещен- 
ных герматрана, в том числе бис(герматран-1-ил)- 
оксалата, реакцией замещения гидроксиль- 
ной группы в гидрате 1-герматранола карбок- 
сильным анионом аммониевой соли соот- 
ветствующей карбоновой кислоты без приве- 
дения каких-либо характеристик индивиду- 
альных соединений [26]. 

Продукты взаимодействия гидрата 1-гер-
матранола с органическими кислотами как в 
этаноле, так и в воде представлены также 
как аммониевые соли 1-герматранола [HN

+ 

(CH2CH2O)3GeOH] RCOO
-, водородные ком- 
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плексы по атому кислорода или карбоксилат- 
ные по атому Ge: HOGe(OCH2CH2)3N

.
HOC(O)–

X–C(O)OH(Х=–CH2(OH)CH–, –СН2СН2(O)С–, 
–С(О)СН2), –CH2–CH2-, –СН=СН– [19–21]. Однако 
ни одно из этих предположений до сих пор не 
получило обоснования. Приведенный в [20] до-
вод о том, что химические сдвиги в спектрах 
ЯМР 1Н в D2O протонов групп CH2N и OCH2 в 

различных комплексах 1-герматранола с орга-
ническими кислотами практически не отлича- 
ются (δ, м.д., 3,41–,42 т и 3,88–3,89 т соответ-
ственно), скорее, не согласуется с сохранением 
в них бициклического герматранового остова и 
предложенной для них оригинальной коорди-
нацией атома азота герматрана с карбониль-
ным атомом углерода органической кислоты. 
Малый внутренний сдвиг между сигналами про-
тонов ∆[δ (OCH2) – δ (NCH2)] указывает на ква-
тернизованный атом азота. 

Кроме того, известно, что при взаимодей-
ствии гидрата 1-герматранола с D-винной кисло-
той в водной среде герматрановый цикл раз- 
рушается и образуется бис(µ-тартрато)ди- 
(гидроксо)германат(IV) триэтаноламмония [27]. 

Таким образом, строение аддуктов 1-гер- 
матранола с поликарбоновыми кислотами до 
сих пор достоверно не установлено. 

Целью настоящего исследования являлось 
изучение взаимодействия гидрата 1-герматра- 
нола со щавелевой кислотой в среде воды, изо-
амилового спирта, диметилсульфоксида и ацето- 
нитрила. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
ИК-спектры записаны на спектрометре Bru- 

ker Vertex-70 в микрослое и в таблетках с KBr. 
Спектры ЯМР 1Н и 13С зарегистрированы на при-
боре Bruker DPX-400 (400,13 и 101,62 МГц соот-
ветственно) в ДМСО-D6, CD3CN или D2O (внут-
ренний стандарт – ацетонитрил CH3CN). 

Элементный анализ продуктов реакции вы-
полнен на газоанализаторе Thermo Finnigan 
Flash EA 1112. 

Температуру плавления определяли на при- 
боре Micro-Hot-Stage PolyTherm A. 

Все растворители (диметилсульфоксид, 
ацетонитрил, изоамиловый спирт) квалифика-
ции ч. или ч.д.а. дополнительно очищали по 
методикам, описанным в [28]. 

Диоксид германия марки ч. использовали 
без дополнительной очистки.  

Триэтаноламин марки ч. дополнительно 
перегоняли при 2 мм рт. ст. (Tкип.  – 162–163 °С; 
d4

20 = 1,1242; nD
20

= 1,4852). 
Гидрат 1-герматранола синтезировали по 

методике, представленной в работе [29]. Щаве-
левую кислоту квалификации ч.д.а. перекри-
сталлизовывали из воды и использовали в ви-
де дигидрата или предварительно обезвожива-
ли выдерживанием в сушильном шкафу при 
110 °С в течение 1 ч. 

Количественный состав реакционных сме-
сей определяли по интегральной интенсивно-
сти химических сдвигов протонов характери-
стических групп в индивидуальных соедине- 
ниях в спектрах ЯМР 1Н (табл. 1, 2). 

А. Раствор 0,0200 г (0,079 ммол) гидрат- 
матранола (1) в 0,2 мл дейтерированной воды и 
0,0071 г (0,079 ммол) безводной щавелевой кис-
лоты (1 : 1) в 0,1 мл D2O смешивали и анализи-
ровали методом ЯМР 1Н и 13С (стандарт H2О). 
Практически сразу после смешивания растворов 
в спектре ЯМР 

1Н реакционного раствора до-
полнительно к химическим сдвигам 1Н групп 
NCH2 и OCH2 исходного герматранола 1 появ-
ляются равные им по интенсивности также два 
триплетных сигнала при 3,94 (OCH2) и 3,47 м.д. 
NCH2. Добавление к реакционному раствору 
еще одного мольного эквивалента щавелевой 
кислоты приводит к полному превращению 1 в 
бис(оксалато-О,O’)дигидроксигерманат триэта-
ноламмония (2). 

Элементный состав остатка (массой 0,0391 г 
после выдерживания раствора 2 в течение  
5 суток в вакуум-эксикаторе (~10 мм рт. ст.) следу-
ющий, %: С – 24,30; H – 5,21; N – 2,83; Ge – 14,91. 

 
Таблица 1 

Химические сдвиги 1H, 
13

C и КССВ в спектрах ЯМР 1H и 13
C 

бис(оксалато-О,O’)дигидроксигерманата триэтаноламмония  
[(HO)2Ge(C2O4)2]

2-·H+
[(HOCH2CH2)3N

+
H] 2 

Table 1 
Chemical shifts 

1
H, 

13
C and 

3
JHH values in the 

1
H and 

13
C NMR spectra  

of bis(oxalato-O,O’)-triethanolammonium dihydroxygermanate  
[(HO)2Ge(C2O4)2]

2-·H+
[(HOCH2CH2)3N

+
H] 2 

 

Растворитель 
1Н, δ, м.д. (число протонов, группа, КССВ 3JHH, Гц) 13С, δ, м.д. (группа) 

ДМСО-D6 

3,29 т (12Н, N+
CH2, 5,24) 

55,49 (NCH2) 

55,54 (OCH2) 

3,75 т (12Н, ОСН2, 5,24) 165,6 (С=O) 

D2O 
3,47 (OCH2, – ) 

54,9 (NCH2) 55,2 (OCH2) 
3,94 (NCH2, – ) 
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Таблица 2 
Химические сдвиги 1Н и 13

C в спектрах ЯМР 
1Н и 13

C  
1-замещенных герматранов RGe(OCH2CH2)3N 

Table 2 
Chemical shifts of 

1
H and 

13
C in 

1
H and 

13
C NMR spectra 

of 1-substituted germatranes 
 

Соединение R Растворитель 
1Н, δ, м.д. (число протонов,  

группа, КССВ 3JHH, Гц) 
13С, δ, м.д. 
(группа) 

1 HO 

ДМСО-D6 
2,82 т (6Н, NCH2, 5,68) 50,66(NCH2) 

3,62 т (6Н, OCH2, 5,68) 55,94(OCH2) 

CD3CN 
2,89 т (6Н, NCH2, 5,50) 51,89(NCH2) 

3,73 т (6Н, OCH2, 5,64) 57,39(OCH2) 

DD2O 
3,05 т (6Н, NCH2, 5,68) 52,27(NCH2) 

3,82 т (6Н, OCH2, 5,56) 58,05(OCH2) 

3a HOC(O)C(O)O ДМСО-D6 
3,12 т (6Н, NCH2, 5,50) – 3,86 т (6Н, OCH2, 5,50) 

3б N(CH2CH2O)3Ge–OC(O)C(O)O ДМСО-D6 
2,92 т (12Н, NCH2, 5,64) – 
3,70 т (12Н, OCH2, 5,64) 

4 HCOO ДМСО-D6 

3,.02 т (6Н, NCH2, 5,68) 

– 3,77 т (6Н, OCH2, 5,68) 

8,28 с (HCOO) 

5 
N(CH2CH2O)3GeO 

ДМСО-D6 
2,74 т (12Н, NCH2, 5,50) 51,05(NCH2) 

3,56 т (12Н, OCH2, 5,50) 56,17(OCH2) 

CD3CN 
2,79 т (12Н, NCH2, 5,70) 52,36(NCH2) 

57,59(OCH2) 3,65 т (12Н, OCH2, 5,62) 

6 (CH3)2CHCH2CH2O ДМСО-D6 

0,82 д (6Н, СН3, 6,32)  

1,26 к (2Н, СН2СН3, 6,76) 22,7(CH3) 

1,62 м (1Н, СН) 24,2 (CH) 

2,84 т (6Н, NCH2, 5,68) 21,1 (CH2) 

3,64 т (6Н, ОСН2, 5,68) 61,5 (CH2O) 

3,61 т (2Н, ОСН2СН2СН, 6,72)  

Взаимодействие 1-герматранола со щавелевой кислотой. Реакция в водной среде. 
 

C10H19NO13Ge
.
3H2O. Вычислено,%: С – 24,62;  

H – 5,16; N – 2,87; Ge – 14,88. 
Б. Раствор 1,000 г (3,940 ммол) 1 и 0,497 г 

(3,940 ммол) дигидрата щавелевой кислоты в 
10 мл воды нагревали до 45 ºС в течение 2 ч, 
затем выдерживали в вакууме 2 мм рт. ст. при 
50 °С в течение 1 ч. Полученная в результате 
топохимической реакции масса (I) имела следу-
ющий состав, % мол.: 1 – 25,6; (герматран-1-
ил)оксалат (3а) – 27,5; бис(герматран-1-ил)окса- 
лата (3б) – 8,0; бис(оксалато-О,O’)дигидрокси- 
германата триэтаноламмония (2) – 38,9. 

Дополнительное выдерживание реакцион-
ной массы I при 100 °С в вакууме 2 мм рт. ст. в  
течение 40 мин обусловило продолжение топо-
химической реакции. Состав реакционного остат- 
ка (II), % мол.: 1 – 24,6 ; (герматран-1-ил)окса- 
лата (3а) – 14,8; бис(герматран-1-ил)оксалата 
(3б) –10,5; бис(оксалато-О,O’)дигидроксигерма-
ната триэтаноламмония (2) – 38,8; (герматран- 
1-ил)формиата (4) – 10,9; бис(герматран-1-ил)окса- 
на (5) – 0,4. После растворения в D2O реакцион- 
ная смесь II превращается в дигидроксигер- 
манат (2) и 1-герматранол (1).  

Реакция в среде изоамилового спирта. 
Смесь 1,000 г (3,940 ммол) гидрата 1-герматра- 
нола (1) и 0,48 г (1,970 ммол) дигидрата щаве- 

 левой кислоты в 50 мл изоамилового спирта ки-
пятили с азеотропной отгонкой воды в течение 
7 ч до полного растворения реагентов. После 
упаривания растворителя при 130 °С досуха 
твердый остаток промывали сухим диэтиловым 
эфиром и выдерживали в вакууме 2 мм рт. ст. 
1 ч. Получили 1,000 г светло-коричневого мелко-
кристаллического порошка. Его компоненты и 
состав по химическим сдвигам и их интеграль-
ной интенсивности в спектре ЯМР 

1Н, % мол.:  
1-изоамилоксигерматрана (6) – 97,8; бис(гер- 
матран-1-ил)оксалата (3б) – 2,2. 

Реакция в диметилсульфоксиде. Раствор 
0,020 г (0,079 ммол) гидрата 1-герматрана (1) и 
0,010 г (0,079 ммол) дигидрата щавелевой кис- 
лоты в 0,4 мл ДМСО-D6 нагревали до 80 °С в 
течение 1 ч, затем реакционный раствор анали- 
зировали методом ЯМР 

1Н. Степень превра- 
щения 1 – 76,0 %; выход (герматран-1-ил)окси- 
карбонилметановой кислоты (3а) – 26,4 % мол.; 
бис(герматран-1-ил)оксалата 3б – 2,6 % мол.; 
бис(оксалато-О,O’)дигидроксигерманата триэта- 
ноламмония (2) – 45,0 % мол. 

Реакция в среде ацетонитрила. 
Смесь 1,000 г (3,940 ммол) гидрата 1-гер-

матранола и 0,497 г (3,940 ммол) дигидрата ща-
велевой кислоты в 40 мл ацетонитрила нагрева- 
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ли до 45 °С в течение 2 ч. Затем раство- 
ритель испаряли, реакционный остаток выдер-
живали при 50 °С в вакууме 2 мм рт. ст. в тече- 
ние 1 ч и анализировали методом ЯМР 

1Н. Кон-
версия герматранола (1) составила 45,1 % мол.; 
выход составил, % мол.: 3а – 21,3; 3б – 8,4;  
2 – 15,4. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Известно, что диоксид германия образует с 

раствором щавелевой кислоты моно-, ди- и три- 
оксалатогерманиевые кислоты [30–32]. Трис- 
(оксалато-О,O’)германиевая кислота выделе- 
на в виде тригидрата и солей с неорганичес- 
кими катионами и органическими основания- 
ми. Бис(оксалато)германиевая кислота также 

образует аналогичные соли и комплексы 
соответственно типа [(HO)2Ge(C2O4)2]·H·M и 
[(HO)2Ge(C2O4)2]·M2 (где M – катион щелочного 
металла или аммония) [31, 32]. 

Смешивание растворов в D2O гидрата 1-гер- 
матранола и безводной щавелевой кислоты в 
соотношении 1 : 1 немедленно приводит к появ- 
лению в спектре ЯМР 

1Н реакционного раствора 
сигналов 2, равных по интенсивности хими- 
ческим сдвигам 1Н групп NCH2 и OCH2 исходного 
герматранола. Слабопольный сдвиг резонанса 
протонов группы NCH2 свидетельствует о ква- 
тернизации в ней атома азота. Добавление к 
реакционному раствору еще одного мольного 
эквивалента щавелевой кислоты приводит к 
полному превращению 1 в 2 (схема (1)). 

 

(1) 

 

Таким образом, 1-герматранол в водном рас- 
творе реагирует со щавелевой кислотой в соот-
ношении 1 : 2, а не 1 : 1 или, с учетом двухоснов-
ности и силы этой кислоты, даже 2 : 1, как можно 
было бы ожидать в случае кислотного гидролиза 
1 с образованием оксалатов триэтаноламмония и 
орто-германиевой кислоты. При кислотном гид-
ролизе 1-герматранола под действием щавеле-
вой кислоты образуется комплексная соль бис-
(оксалато-О,O’)дигидроксигерманата триэтанол- 
аммония 2. 

Выдерживание при 50 °С и остаточном дав-
лении 2 мм рт. ст. в течение 2 ч реакционного 
остатка I, полученного по схеме (1) после упарива- 
ния водного реакционного раствора эквимольных 
количеств 1-герматранола и щавелевой кислоты, 
приводит к топохимической реакции и образова-
нию 27,5 % мол. 1-моногерматранилоксалата (3а) 
и 8,0 % мол. 1,1’-бис(герматранил)оксалата (3б). 

После дополнительного нагревания реакци-
онной массы I до 100 °С в вакууме 2 мм рт. ст. в 

течение 40 мин доля (герматран-1-ил)окса- 
лата (3а) снижается вдвое, а бис(герматран- 
1-ил)оксалата (3б), напротив, немного возраста-
ет. Кроме того, в реакционной смеси II появляют-
ся (герматран-1-ил)формиат (4) – 12,6 %, и 
бис(герматран-1-ил)оксан (5) – 0,4 %. 

Образование формиата 4 обусловлено, воз- 
можно, процессом декарбоксилирования окса-
латного фрагмента в моногерматранилоксала-
те 3а, содержание которого уменьшается до 
14,8 % мол. (схема (2)). 

Бис(герматран-1-ил)оксан (5) образуется из 
гидрата 1-герматранола (1) лишь при нагрева-
нии до 220 °С [33]. Его появление при 100 °С в 
твердофазной реакции обязано, скорее, полно-
му термолизу оксалатной группы в бис(гермат- 
ран-1-ил)оксалате (3б) (схема (3)). 

В спектре ЯМР 
1Н вновь растворенной в 

воде реакционной смеси I присутствуют химиче-
ские сдвиги протонов лишь исходного герматра-
на 1 и комплекса 2. 

 

(2) 

 

(3) 

 

 
 

100 °С 

1 

4 

2 

3а 

5 3б 
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Реакция гидрата 1-герматранола (1) с дигид- 
ратом щавелевой кислоты (2) в среде изоами-
лового спирта с азеотропной отгонкой воды при-
водит преимущественно к 1-изоамилоксигерма- 
трану (6). Продукт этерификации со щавелевой 
кислотой – бис(герматран-1-ил)оксалат (3б), по-

лучен лишь в следовых количествах (2,2 % мол.). 
Вероятно, при 130 °С большая часть щавелевой 
кислоты декарбоксилируется и дегидратируется, 
и осуществляется ранее изученная реакция эте-
рификации гидрата 1-герматранола растворите-
лем – изоамиловым спиртом (схема (4)) [34]. 

 

  

(4) 

 

В растворе ДМСО-D6 реакция между 1 и ди-
гидратом щавелевой кислоты при нагревании до 
80 °С в течение 1 ч приводит к моно- (3а) и ди-
герматранилзамещенному оксалату (3б) с хими-
ческими выходами 26,4 и 2,6 % мол. соответ-
ственно (схема (5)). 

Однако присутствие воды как в исходных 
реагентах, так и в реакции этерификации приво-
дит преимущественно к разрушению герматрано-
вого остова с образованием комплекса триэтано-
ламмония с диоксалатогерманиевой кислотой (2) 
(45,0 % мол.). 

 

 

(5) 

 

При взаимодействии 1 со щавелевой кис- 
лотой в ацетонитриле при 45 °С (2 ч) с после- 
дующим обезвоживанием реакционного остат- 
ка при 50 °С и остаточном давлении 2 мм рт. ст.  
в реакцию этерификации по одной и обеим  
оксикарбонильным группам молекул щавеле- 
вой кислоты вступает менее половины 1 (см. 
схема (5)). Химический выход 3а и 3б составляет 
соответственно 21,3 и 8,4 % мол., а комплек- 
са 2 – почти втрое меньше (15,4 % мол.), чем в 
диметилсульфоксиде при 80 °С.  

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Таким образом, реакция гидрата 1-герма- 

транола (1) со щавелевой кислотой может осу-
ществляться топохимически и является обра-
тимой: в ДМСО и CH3CN осуществляется как по 
пути замещения гидроксильной группы в 1-гер- 
матраноле, так и в направлении расщепления 
герматранового цикла, а в водной среде приво-
дит лишь к кислотному гидролизу 1 с образова-
нием бис(оксалато-О,O’)дигидроксигерманата 
триэтаноламмония (2) (схема (6)). 

 

 

(6) 

 

6 
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Влияние защитного покрытия  
на основе органического связующего  
на коррозионную устойчивость стали 
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Резюме: Разработка методов и приемов защиты стальной поверхности конструкций, находя-
щихся в агрессивной среде, например, в морской воде, относится к важным задачам материало-
ведения. Использование красок и эмалей на основе органических связующих в качестве защитных 
покрытий является одним из направлений при решении указанных задач. Перспективность этого 
направления обусловлена возможностями создания композиций за счет варьирования физико -
химических свойств и коллоидно-химических качеств компонентов – пленкообразователей, свя-
зующих, пигментов и наполнителей. При исследовании свойств защитных покрытий на основе 
акрилового латекса и зависимости их от антикоррозионных добавок и пигментов использованы 
методы коррозионных испытаний, приведенные в ряде государственных стандартов. Программа 
коррозионных испытаний включала использование прибора для рентгеноспектрального анализа 
Shimadzu EDX-800HS, сушильный шкаф ШС 80-01 СПУ, аналитические весы серии HR-150AZ с 
точностью взвешивания до ±0,0001 г и ряд других современных приборов. Показано, что исполь-
зование акрилового латекса на основе мономеров сложного эфира бутилакрилата и стирола в 
качестве защитного покрытия неэффективно в случае, когда металлическая поверхность под-
вержена агрессивным воздействиям. В работе подобраны оптимальные по химическому составу, 
дисперсности и количественным соотношениям композиции, позволяющие существенно повы-
сить защитную способность антикоррозионных покрытий. Добавление в состав акриловой эмали 
«Ржавостоп» пигмента на основе фосфата цинка и нитрита натрия в качестве антикоррозион-
ной добавки заметно повышает защитные свойства композиции. Покрытые ею образцы стали 
Ст3 не проявляют признаков коррозии до 2–3 дней в модельных растворах, имитирующих мор-
скую воду. Обогащение акриловой эмали «Ржавостоп» черным пигментом, в котором не менее 
95 % составляет 2-этилгексиловый эфир 3-ди(2-гидроксиэтиламино)пропионовой кислоты, мно-
гократно усиливает эффект сцепления пленкообразователя с металлической поверхностью. 
Добавление тетраоксихромата цинка дополняет полученный эффект и не дает коррозии рас-
пространяться по поверхности. Признаки коррозии на образцах стали Ст3 в рассматриваемых 
условиях не проявляются до 7–8 дней. 
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Abstract: The development of methods and techniques for protecting the surfaces of steel structure exposed 
to aggressive environments, e.g. sea water, presents itself as an urgent task in material science. One of the 
directions in solving these problems involves the application of paints and enamels based on organic binders. 
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The promising aspects of this direction are due to the possibilities of creating compositions by varying the 
physicochemical properties and colloidal chemical qualities of the components – film formers, binders, pig-
ments and fillers. In this study, properties of protective coatings based on acrylic latex are examined  
together with their dependency on anti-corrosion additives and pigments using the corrosion test methods 
described in a number of state standards. In the corrosion test programme, an EDX-800HS X-ray spec-
trometer (Shimadzu, Japan), ShS 80-01 SPU oven and an HR-150AZ analytical balance with weighing  
accuracy up to ±0.0001 g were applied in conjunction with a number of other modern instruments. The  
application of acrylic latex based on butyl acrylate ester monomers and styrene as a protective coating was 
proved to be ineffective in the case of metal surfaces subjected to aggressive action. The work provides the 
compositions optimal in terms of chemical formula, dispersion and quantitative ratios and possible to signifi-
cantly increase the protective ability of anticorrosion coatings. The addition of a pigment based on zinc 
phosphate and sodium nitrite as an anti-corrosion additive to the composition of the Rzhavostop acrylic 
enamel significantly increases the protective properties of the composition. The enamel-coated samples  
of St3 steel exhibit no signs of corrosion for up to 2–3 days of maintaining in model solutions of sea water. 
The enrichment of Rzhavostop acrylic enamel with black pigment with at least 95 % of 3-di(2-hydroxyethyl-
amino) propionic acid 2-ethylhexyl ester greatly enhances the effect of the film former adhering to the metal 
surface. The addition of zinc tetraoxychromate complements the effect and prevents corrosion from  
spreading over the surface. In 7–8 days, no signs of corrosion were detected in St3 steel samples of under 
the considered conditions. 
 
Keywords: steel, corrosion mechanism, composition of anti-corrosion coating, film former, acrylic latex,  
pigment, filler 
 
Information about the article: Received May 20, 2019; accepted for publication December 5, 2019;  
available online December 30, 2019. 
 
For citation: Yakovleva AA, Antsiferov EA, Guseva EA, Sadlovsky SV. Effect of an organic binder protective 
coating on the corrosion resistance of steel. Izvestiya Vuzov. Prikladnaya Khimiya i Biotekhnologiya =  
Proceedings of Universities. Applied Chemistry and Biotechnology. 2019;9(4):600–611. (In Russian) 
https://doi.org/10.21285/2227-2925-2019-9-4-600-611 

 
ВВЕДЕНИЕ 
Коррозионные процессы являются пред-

метом активного исследования. Это неуди- 
вительно, поскольку ущерб от деградации ме-
таллических изделий очень велик. Выявле- 
ние закономерностей и механизмов проте- 
кания коррозии и установление каких-либо 
лимитирующих факторов являются важней-
шим направлением современного материало-
ведения. 

Известно, что коррозия как самопроиз-
вольный процесс разрушения металла в ре-
зультате его физико-химического взаимодей-
ствия со средой является процессом неизбеж-
ным1,2 

[1, 2]. Решение проблем, вязанных, напри-
мер, с утратой механической прочности метал-
лического изделия, возможно на основе анали-
за сложной системы «металл – окружающая 
среда» с учетом специфики взаимодействий в 
этой системе, а также рассмотрения механизма 
поверхностных процессов во всей их полноте. 
Представляется, что одно из актуальных направ-
                                                           
1
 Жук Н.П. Курс теории коррозии и защиты ме-

таллов: учеб. пособие для студентов метал- 
лургических вузов и факультетов. М.: «Альянс», 
2006. 472 с. 
2
 Ангал Р. Коррозия и защита от коррозии: учеб. 

пособие. 2-е изд. / пер. с англ. А.Д. Калашнико-
ва. Долгопрудный: Интеллект, 2014. 334 с. 

лений в решении проблем коррозии связано с 
защитой поверхности металла какими-либо по-
крытиями. Антикоррозионные покрытия могут 
замедлить развитие разрушительного процесса, 
позволить отодвинуть сроки ремонта, рекон-
струкции или полной замены металличес- 
ких изделий. В настоящее время существует 
огромное количество антикоррозионных пок- 
рытий с разнообразными свойствами и ха- 
рактеристиками, а также способами их нанесе-
ния3

 [3–13]. 
Для наших исследований интересными 

представляются покрытия из композитов (кра- 
сок и эмалей), которые перекрывают доступ 
кислорода к металлической поверхности и 
тем самым препятствуют протеканию на них 
окислительных процессов [14–16]. Конкрети-
зация цели связана с оценкой влияния за-
щитного покрытия на основе органического  
связующего на коррозионную устойчивость 
стали Ст3. 

Цель работы – провести испытания защит-
ных покрытий на основе органических связую-
щих на образцах стали Ст3 и оценить их корро-
зионную устойчивость. 

                                                           
3
 Ермилов П.И., Индейкин Е.А., Толмачев И.А. 

Пигменты и пигментированные лакокрасочные 
материалы: учеб. пособие для вузов. Л.: Химия, 
1987. 200 с. 
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Стали данного типа относятся к наиболее 

распространенным в машиностроении, по-
скольку имеют достаточно высокую механиче-
скую прочность при доступности и экономич-
ности. Без стали марки Ст3 в наше время  
невозможно возводить наземные и подзем- 
ные коммуникации, строить здания и сооруже-
ния различного назначения, выпускать агре- 
гаты, станки, транспортные средства и пр.  
По ГОСТ 380-2005 в стали данной марки при-
сутствуют следующие примеси, % по массе, не 
более: хром – 0,30; никель – 0,30; медь – 0,30; 
сера – 0,005; фосфор – 0,04; азот – 0,10. 
Именно такой состав имеют используемые 
нами образцы. Идентификация и установ- 
ление их химического состава были проведе-
ны методом РФА на приборе Shimadzu EDX-
800HS (табл. 1). 

 

Таблица 1 
Результаты ренгенофлюоресцентного 

анализа 
Table 1 

Results of X-ray fluorescence analysis 
 

Компонент Концентрация, % масс. 
Fe 98,48034 
Mn 0,47359 
Si 0,40000 
Cu 0,30000 
C 0,2–0,3 
Cr 0,09226 
Ni 0,07321 
P 0,04300 
S 0,03724 

 

Для защиты стальной поверхности исполь-
зованы покрытия, предоставленные компанией 
ООО «Капитель-Иркутск». В данном сообщении 
приведены результаты начального этапа амби-
циозного проекта предприятия по созданию 
покрытий для защиты корпусов морских судов. 
Очевидно, что осуществление такого проекта 
невозможно без учета множества факторов, 
определяющих ситуацию. Однако разработка 
модели для коррозионных испытаний, в кото-
рой были бы воссозданы все условия на  
поверхности корпуса корабля, пребывающего  
в морской воде, является чрезвычайно сложной 
задачей. Исследования коррозионной устой- 
чивости стали Ст3 в средах, по составу близ- 
ких морской воде, проведены согласно обще-
принятым подходам, представленным в ГОСТ 
9.908-85 «Единая система защиты от коррозии 
и старения. Металлы и сплавы. Методы опре-
деления показателей коррозии и коррозионной 
стойкости (с изменениями)» и ГОСТ 9.905-2007 
«Единая система защиты от коррозии и старе-
ния. Методы коррозионных испытаний. Общие 
требования». На данном этапе мы намеренно 
обошлись без учета реальных условий, возни-

кающих, например, при движении корабля и 
т.п., поскольку это многократно усложняет  
задачу оценки определяющих факторов4

 [17]. 
Известно, что горьковато-солоноватый 

вкус морской воды определяют различные со-
ли, преимущественно натрия и магния, в целом 
же в воде встречается около 32 химических 
элементов, включая растворенные газы. Вдали 
от берегов в разных местах океанов может из-
меняться общее количество веществ, находя-
щихся в растворе в морской воде, но состав их 
остается практически неизменным (табл. 2)5

 [18]. 
 

Таблица 2 
Основные составляющие  

океанской воды 
Table 2 

The main components of ocean water 
 

Катионы 
Содержание, 

% масс. Анионы 
Содержание, 

% масс. 
Na

+ 
30,60 Cl

-
 55,02  

Mg
2+

 3,68 SO4
2-

 7,71  
Ca

2+
 1,17 Br

-
 0,19  

K
+
 1,13 HCO3

-
 0,41  

Sr
2+

 0,02 H3BO3
- 

0,07  

Сумма 36,60 Сумма 63,40  

 

При выборе модельной среды (по составу и 
концентрации рабочего раствора) особенно 
тщательно была проанализирована современ-
ная информация по солености бассейнов, при-
мыкающих к территории России, – Черного и 
Японского морей. Черное море характеризует-
ся высоким поступлением пресных вод из впа-
дающих в него рек, а также преобладанием 
осадков над испарениями. Это сказывается на 
концентрации соли в воде, делая ее относи-
тельно низкой и равной в среднем 18 ‰. В аква-
тории Японского моря вариации солености вы-
ше и заключены в пределах 34,050–34,075 ‰.  
С учетом того, что соленость воды в других  
морях колеблется примерно от 8 до 42 ‰,  
оказывается, что соленость поверхностной  
воды внутренних морей из-за влияния мате- 
рикового стока ниже океанской. Средняя же 
соленость на поверхности Мирового океана  
оценивается равной 34,7 ‰ [9]. 

Приведенные факты по солености морской 
воды подчеркивают ее химическую агрессив-
ность к стальным конструкциям кораблей. 
Окрашивание стен и днищ морских судов обес-
печивает достаточно надежную защиту поверх-
ности от коррозии, однако, использование 
обычных лакокрасочных покрытий дает срав- 
 

                                                           
4
 Сидняев Н.И. Теория планирования экспери-

мента и анализ статистических данных: учеб. 
пособие для магистров; 2-е изд., перераб. и доп. 
М.: Юрайт, 2017. 495 с. 
5
 Справочник по гидрохимии / под ред. А.М. Ни- 

канорова. Л.: Гидрометеоиздат, 1989. 390 с. 
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нительно невысокую механическую прочность и 
недостаточную стойкость в водной среде. В 
настоящее время установлено, что применение 
лакокрасочных покрытий целесообразно, когда 
срок эксплуатации не превышает 10 лет, а ско-
рость коррозии металла не превышает 
0,05 мм/год [18]. Эффективность лакокрасоч-
ных покрытий может быть существенно повы-
шена за счет создания композиций, где в базо-
вую основу вводятся новые оригинальные до-
бавки, иногда специально для этих целей 
синтезируемые6, 7, 8 

[19, 20]. 
Как известно, защитные действия лакокра-

сочного покрытия заключаются в создании на 
поверхности металлического изделия сплош-
ной пленки, которая препятствует агрессивному 
воздействию окружающей среды и предохра-
няет металл от разрушения6. Высокие качества 
пленки и хорошая адгезия обеспечиваются 
равномерным распределением покрытия по 
поверхности металла, а также упорядоченным 
расположением частиц наполнителя и пигмента 
в пленке лака или краски. 

Потенциальные возможности повышения 
качества защитного покрытия связаны с соста-
вом покрытия в целом, а также со свойствами 
отдельных составляющих. Например, для твер- 
дых фракций (пигментов и наполнителей) важ-
ны коллоидно-химические особенности, а для 
среды (пластификаторов и пленкообразовате-
лей) интересные и важные результаты могут 
быть получены при добавлении каких-либо но-
вых веществ, например, новых добавок и свя-
зующих [19, 20]. Обозначенные направления 
развиваются зачастую самостоятельно, но  
большую практическую значимость имеет нап- 
равленное модифицирование серийных лако-
красочных материалов, когда в качестве доба-
вок используются различные поверхностно-
активные вещества, уже выпускаемые промыш-
ленностью, и/или ингибиторы коррозии – хрома-
ты, фосфаты металлов, азотсодержащие и си-
лаксановые соединения. Улучшение качества 
модифицированных покрытий обеспечивается 
образованием на металлической поверхности 
комплексов, имеющих высокие адгезионные 
свойства. 

В качестве среды, имитирующей морскую 
воду, использовали водопроводную воду и рас-
творы неорганических кислот и солей, в част-
ности, 3 %-й раствор хлорида натрия и 0,1 М 
                                                           
6
 Яковлев А.Д., Химия и технология лакокра-

сочных покрытий: учеб. пособие для вузов. Л.: 
Химия, 1981. 352 с. 
7
 Щукин Е.Д., Перцов А.В., Амелина Е.А. Кол- 

лоидная химия: учебник для бакалавров . 
7-е изд., испр. и доп. М.: Юрайт, 2016. 444 с. 
8
 Фридрихсберг Д.А. Курс коллоидной химии: 

учебник; 4-е изд., испр. и доп. СПб: Лань. 2010. 
410 с. 

раствор соляной кислоты. Рабочие растворы 
готовили классическим способом9, использова-
ли аптечный раствор NaCl и дистиллированную 
воду. 

Форма и размеры подготовленных образ-
цов были выбраны в соответствии с ГОСТ Р 
9.907-2007: форма была прямоугольной и име-
ла размеры 12·20 см2

 20×12 мм2. Толщина  
образцов составляла до 5 мм. Физическую 
(общую) площадь образцов определяли с  
помощью штангенциркуля, она составляла око-
ло 7 см2

. 
Перед испытаниями образцов без покры-

тий (серия контрольных испытаний) поверх-
ность образцов тщательно зачищали наждач-
ной бумагой с крупными, затем мелкими зер-
нами и полировали специальной полироваль-
ной тканью с помощью оксида хрома до зер-
кального блеска. После полировки образцы 
подвергали «морению» – на 3–5 с опускали в 
5%-й раствор азотной кислоты, ополаскивали 
спиртом или ацетоном до полного обезвожива-
ния. 

Методика нанесения покрытий заключа-
лась в том, что на поверхность образцов после 
обезжиривания небольшим валиком наноси- 
ли покрытие. После его высыхания проводи- 
ли повторное нанесение, стараясь устранить 
поры и другие изъяны пленки со всех сторон  
образца. 

Испытания коррозионной устойчивости  
образцов проводили с соответствии с ранее 
указанными стандартами, а также ГОСТ Р 
9.907-2007 «Единая система защиты от корро-
зии и старения. Металлы, сплавы, покрытия 
металлические. Методы удаления продуктов 
коррозии после коррозионных испытаний» и 
ГОСТ 9.506-87 «Единая система защиты от 
коррозии и старения. Ингибиторы коррозии ме-
таллов в водно-нефтяных средах. Методы 
определения защитной способности». 
Подготовленные образцы размещали в стакане 
с коррозионной средой в наклонном положе-
нии, обеспечивая отношение объема жидкости 
(коррозионной среды) к площади поверхности 
образца соответствующим реальным условиям 
эксплуатации (обычно это соотношение со-
ставляло не менее 10 мл/см2). В работе ис-
пользовали специальное приспособление  
для крепления с минимальной площадью кон-
такта держателя с образцом. 

После окончания эксперимента образцы 
доставали, промывали под проточной водой, 
сушили в сушильном шкафу ШС-80-01 СПУ, 
удаляли продукты коррозии и остатки защитных 
покрытий с поверхности и проводили взвеши- 
 

                                                           
9
 Дударева Г.Н. Анциферов Е.А., Бегунова Л.А., 

Дударев В.И. Аналитическая химия и физико-
химические методы анализа: учеб. пособие. 
Иркутск: Изд-во ИРНИТУ, 2018. 196 с. 
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вание. Продолжительность экспонирования  
составляла: для незащищенных образцов – от  
0,5 до 24 ч, для образцов с покрытиями –  
до 8 суток. Длительность испытаний отсчи- 
тывали с момента погружения образцов в  
испытуемую среду. Опыты проводили при ком-
натной температуре, считая условия изотер- 
мическими (температурные колебания были 
исключены). 

В ходе определения коррозионной устой-
чивости образцов отмечали изменения внешне-
го вида образца, время, прошедшее до появле-
ния первого очага коррозии, количество и рас-
пределение коррозионных дефектов, фиксиро-
вали изменение массы и размеров стальных 
пластин. Взвешивание образцов проводили на 
аналитических весах серии HR-150AZ с точ- 
ностью ±0,0002. 

Для оценки защитных качеств покры- 
тий были проведены испытания с исходны- 
ми образцами стали без покрытий. При прове-
дении параллельных опытов использовали  
по 2–3 испытуемых образца, в качестве кон-
трольного во всех сериях использован один 
образец. 

Для количественной оценки скорости кор- 
розии использовали удельный показатель 
изменения массы, К, определяемый как1

 
 

К = ∆m / (S · Ʈ), 
 

где ∆m = m1 – m2; m1 и m2 – масса образцов до 
и после испытаний соответственно, г; S – пло-
щадь образца, м2

; Ʈ – продолжительность кор-
розионных испытаний, ч. 

Анализируемые далее данные по скоро-
сти коррозии представляют среднеарифмети-
ческие значения из 2–3 параллельных опытов. 
Немногочисленные, но существенные откло-

нения от усредненных значений при опреде-
лении изменения масс образцов относили к 
ошибкам экспериментов (некачественное уда-
ление поверхностных пленок) и не использо-
вали. 

Защитную способность Z покрытия опре-
деляли по формуле 

 
Z = [(Km0 – Km1) / Km0] · 100 %, 

 
где Km0 – скорость коррозии без покрытия;  
Km1 – скорость коррозии с защитным покры- 
тием. 
 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
На рис. 1 представлены фотографии  

поверхности одного из исходных образцов, 
подвергнутых шлифованию и полированию,  
т.е. подготовленных к нанесению покрытия,  
при разной степени увеличения. 

Для микроанализа металлической поверх-
ности использовали микроскоп МИМ-7. Фото-
графии, представленные на рис. 1, позволяют 
выявить исходную неоднородность рельефа. 
Присутствие поверхностных выступов, впадин 
и иных дефектов структуры, с одной стороны, 
свидетельствует об условиях, благоприятных 
для хорошей адгезии наносимого защитного 
покрытия на основе органического связующе-
го. Однако, с другой стороны, эта картина  
и настораживает, поскольку неоднородность 
энергетического поля будет проявлять себя на 
микроуровне в сложных механизмах форми-
рования двойного электрического (ионного) 
слоя. 

Для примера на рис. 2 представлен ха-
рактер коррозии образцов стали Ст3 без за-
щитных покрытий в воде и растворах хлорида 
натрия и соляной кислоты. 

 

 

 

 
а  b 

 
Рис. 1. Микрофотографии образца стали Ст3  

при 100-кратном (а) и 200-кратном (b) увеличении 
 

Fig. 1. Micrographs of steel samples at different magnifications 
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Рис. 2. Коррозия исходных образцов стали Ст3  

в водопроводной воде (1), растворах хлористого натрия (2) и соляной кислоты (3) 
 

Fig. 2. Corrosion of initial steel samples St3  
in tap water (1), solutions of sodium chloride (2) and hydrochloric acid (3) 

 
Как видно из графиков, представленных на 

рис. 2, коррозия исходных образцов стали Ст3 
без защитного покрытия в разных средах про-
исходит достаточно стремительно в начальный 
период контакта со средой, причем намного 
активнее в растворах. Далее скорость процесса 
вполне логично начинает снижаться и, наконец, 
после суточного выдерживания образцов ста-
новится очевидно, что характер среды практи-
чески не влияет на скорость коррозии незащи-
щенного образца стали. Поверхность металла 
пассивируется и покрывается достаточно проч-
ной пленкой, доставка растворителя через ко-
торую в стационарных условиях диффузно 
ограничена1 

[1]. 
Следующие серии опытов связаны с нане-

сением на образцы стали различных покрытий. 
1. Рассмотрим результаты испытаний с 

образцами, которые были покрыты акриловой 
эмалью «Ржавостоп» с черным пигментом. 

В составе данного защитного композита в  
 

качестве действующего вещества присутствует 
2-этилгексиловый эфир 3-ди(2-гидроксиэтилами-
но) пропионовой кислоты. Это соединение за 
счет донорно-акцепторной связи образует ком-
плексное соединение с оксидом железа, что в 
итоге ограничивает развитие коррозии (рис. 4). 

Кроме того, в состав защитного компози- 
та входит тетраоксихромат цинка, который так-
же не дает коррозии распространяться. На 
микрофотографии тетраоксихромат цинка чет- 
ко виден в виде желтых пятнышек, равномер- 
но распределенных по поверхности образца 
(см. рис. 4). Способность этого соединения 
блокировать коррозию связана, очевидно, с 
несколькими факторами: с входящим в состав 
соли ионом цинка (близким по природе ионам 
металла), с невысокой растворимостью в ком-
позите, обеспечивающей присутствие соли не в 
растворенном виде, а в виде дисперсных вклю-
чений, размеры которых удачно коррелируются 
со структурой подложки. 

 
 

Рис. 3. Механизм комплексообразования 2-этилгексилового эфира  
3-ди(2-гидроксиэтиламино) пропионовой кислоты 

 
Fig. 3. Mechanism of 2-ethylhexyl ester  

of 3-di (2-hydroxyethylamino) propionic acid complexation 
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Рис. 4. Образец с нанесенной на поверхность эмалью «Ржавостоп»  

с черным пигментом (а); микрофотография 1000-кратного увеличения поверхности,  
время экспонирования – 24 ч (b) 

 
Fig. 4. "Rzhavostop" enameled sample (with black pigment) – a;  

surface micrograph after 24-hour exposure (1000 times magnification) – b 
 

На образце, представленном на рис. 4, от-
четливо видна хорошая сцепляемость покры-
тия с поверхностью, что говорит о высокой ад-
гезионной способности акрилового латекса. 

На рис. 5 представлены результаты ин-
фракрасного спектрофотометрирования, про-
веденные для определения состава использу-
емого покрытия и примесей в нем. 

На диаграмме видно (см. рис. 5), что в ле-
вой части находится вода, так как молекула гид-
рофона притягивает на себя молекулы воды, а в 

правой – расположены спектры, которые харак-
теризуют молекулу 2-этилгексилового эфира  
3-ди(2-гидроксиэтиламино) пропионовой кислоты. 

2. На рис. 6 показан образец, который 
был покрыт композицией «Ржавостоп» с пиг-
ментом на основе фосфата цинка белого цве-
та, и микрофотография его вида при 1000-крат- 
ном увеличении после получасового выдержи-
вания в солевом растворе. В этой эмали за 
коррозионную защиту «отвечает» нитрит нат- 
рия как наполнитель. 

 
 

 

Рис. 5. Инфракрасный спектр 2-этилгексилового эфира  
3-ди(2-гидроксиэтиламино) пропионовой кислоты  

 

Fig. 5. Infrared spectrum of 2-ethylhexyl ester  
of 3-di (2-hydroxyethylamino) propionic acid 
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Рис. 6. Образец с нанесенной на поверхность эмалью «Ржавостоп»  
с белым пигментом (а); микрофотография поверхности образца  
при 1000-кратном увеличении, время экспонирования – 30 мин (b) 

 
Fig. 6. "Rzhavostop" enameled sample (with white pigment) – a;  

surface micrograph after 30 minutes exposure (1000 times magnification) – b 
 

Пятна оранжевого цвета свидетельствуют, 
что пошел процесс коррозии, поскольку эмаль 
не совсем хорошо сцепилась с поверхностью 
или в каких-то местах защитная пленка оказа-
лась неоднородной и имела дефекты. 

3. Интересным оказывается сравнение с об-
разцами, на которые нанесено покрытие из обыч- 
ной водно-дисперсионной краски ВД-КИ-03-06 
для водяных радиаторов. В таком покрытии 
кроме нитрита натрия отсутствуют какие-либо 
антикоррозионные добавки, и защита метал- 
лической поверхности происходит за счет 
пленкообразования и адгезии акрилового 
латекса на основе мономеров сложного эфира 
бутилакрилата и стирола. Уже в первые минуты 
выдерживания такого образца в растворе хло-
ристого натрия начинается вздутие покрытия  
и образование быстро разрастающихся оран-
жевых пятен. Это говорит о том, что данное 
покрытие неспособно предотвратить процесс 
коррозии в условиях опытов. Очевидно, что ак-
тивным агентом, запускающим процесс корро-
зии, является водная основа краски. Поскольку 
между металлической решеткой и макромоле-
кулами латексов не возникает благоприятных 
условий для взаимодействия из-за их различ-
ной химической природы, когда силы притяже-
ния либо отсутствуют, либо слишком малы, то 
между основой и покрытием создаются газовые 
прослойки по типу кислородной коррозии желе-
за в воде1

: 
 

4Fe+6H2O+3O2 → 4Fe(OH)3. 
 

Наблюдения показывают, что коррозия 
очень быстро распространяется и захватывает 
поверхность образца, прослойки превращаются 

в пузыри, механически настолько непрочные, 
что после их разрушения обнажается поверх-
ность металла, уже подвергнутая коррозионным 
воздействиям. Количественные характеристики 
(потеря массы и скорость коррозии) в этой серии 
опытов оказались сопоставимы с результатами, 
которые получены для случаев с незащищен-
ными образцами в кислой и солевой среде. 

На рис. 7 представлена защитная способ-
ность рассмотренных покрытий. За точку отсче-
та принята ситуация, когда образцы с незащи-
щенной поверхностью погружены в корродиру-
ющие среды – водопроводную воду (1), раствор 
хлористого натрия (2) и раствор соляной кисло-
ты (3). Скорость коррозии при этом минимальна 
и составляет от 0,01 до 0,02 г/(м2·ч). 

При погружении образцов, покрытых 
эмалью «Ржавостоп» с черным пигментом, в 
любую из рассмотренных сред на сутки следы 
коррозии отсутствуют, они проявляются только 
через 7–8 дней. Если принять, что на образцах, 
покрытых эмалью «Ржавостоп» с черным пиг-
ментом, минимальное из зафиксированных в 
условиях опытов значение скорости составляет 
0,01 г/(м2·ч), то можно показать появление кор-
розии в растворе хлорида натрия (рис. 8). 

Полученные результаты свидетельствуют, 
что используемые лакокрасочные покрытия 
(акриловые эмали) с пигментами обладают 
улучшенными защитными свойствами. Корро-
зионная устойчивость стали Ст3 повышается 
при нанесении на поверхность тонкого слоя 
защитного покрытия на основе органического 
связующего, причем лучшими результаты ока-
зываются для покрытия с черным пигментом. 
Изменения поверхности испытуемых образцов 
визуально не фиксируются до 7–8 суток.  
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Рис. 7. Защитная сила покрытий при суточном экспонировании 
 

Fig. 7. Protective power of coatings during daily exposure 
 

 
 

а b 
 

Рис. 8. Развитие коррозии на образцах, покрытых эмалью «Ржавостоп» 
с черным (1) и белым (2) пигментом (а); вид образца на 8-е сутки  

экспонирования в растворе хлорида натрия (b) 
 

Fig. 8. Corrosion development on "Rzhavostop" enameled samples  
with black (1) and white (2) pigment – a; sample condition on the 8th day  

of exposure in sodium chloride solution – b 
 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Показано, что акриловый латекс на осно-

ве мономеров сложного эфира бутилакрилата 
и стирола, используется в качестве защитно-
го покрытия характеризуется высокой адгези-
ей только в условиях, когда металлическая 
поверхность не подвержена активной кор- 
розии. В агрессивных средах качество пок- 
рытия из акрилового латекса заметно снижа-

ется, и возможность его повышения оказыва-
ется связанной с добавками пигментов и напол- 
нителей, выполняющих функцию антикорро-
зионных добавок. В работе подобраны опти-
мальные по химическому составу, дисперсно-
сти и количественным соотношениям компо-
зиции, которые позволяют существенно повы- 
сить защитную способность покрытий. 

Внесение в состав акриловой эмали «Ржа- 
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востоп» пигмент на основе фосфата цинка и 
нитрита натрия в качестве антикоррозионной 
добавки не приводит к изменению цвета эма-
ли, но заметно повышает защитные способ- 
ности композиции. Покрытые ею образцы ста- 
ли Ст3 не проявляют признаков коррозии до  
2–3 дней в модельных растворах, имитирую-
щих морскую воду. 

Установлено, что обогащение акриловой 
эмали «Ржавостоп» черным пигментом, в кото-

ром не менее 95 % составляет 2-этилгекси- 
ловый эфир 3-ди(2-гидроксиэтиламино) пропи-
оновой кислоты, усиливает эффект сцепления 
пленкообразователя с металлической поверх-
ностью многократно. Добавление тетраокси-
хромата цинка дополняет полученный эффект 
и не дает коррозии распространяться по по-
верхности. Признаки коррозии на образцах ста-
ли Ст3 в рассматриваемых условиях не прояв-
ляются длительное время. 
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Резюме: В водных и неводных растворах сильных и слабых электролитов протекают сложные меж-
частичные и межмолекулярные взаимодействия преимущественно между заряженными частицами, 
молекулами растворителей, а также между ионами и диполями растворителей. В зависимости от 
свойств растворителя один и тот же растворенный электролит может проявлять противополож-
ные свойства. Так, например, слабая в воде уксусная кислота при взаимодействии с более протоген-
ным растворителем (жидкий фтористый водород) проявляет свойства основания, акцептируя про-
тон. Это может быть объяснено различием в сродстве к протону. Однако сведений о количествен-
ных характеристиках взаимодействий в растворах сильных и слабых электролитов опубликовано 
недостаточно. Настоящая статья посвящена рассмотрению этих процессов в диметилформамиде 
(ДМФА). Авторами оценены наиболее востребованные параметры растворов электролитов: соль-
ватные числа некоторых ионов, массы и размеры сольватированных ионов. Показано, что расчетные 
значения согласуются с литературными. Определены термодинамические константы диссоциации 
дифеновой кислоты в ДМФА и рассчитаны методом многоуровневого моделирования энергии водо-
родных связей в растворителях, в том числе в диполярных апротонных растворителях, включая 
ДМФА. Следует отметить, что рассчитанные по модельным уравнениям ММУМ параметры согла-
суются с известными литературными. Методом многоуровневого моделирования рассчитаны энер-
гетические и размерные характеристики ионов и химических соединений, а также характеристики 
ионизации, теплоемкости, критические свойства, изотермические изменения термодинамических 
функций от идеального состояния растворителей. Разработаны методики и построены модели со-
стояния ионов в растворе, а также расчетные методы прогнозирования и уточнения параметров 
химической, биологической, медицинской и других систем. 
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Abstract: In aqueous and non-aqueous solutions of strong and weak electrolytes, complex interparticle and 
intermolecular interactions occur mainly between charged particles, solvent molecules, as well as between 
ions and solvent dipoles. Depending on the properties of the solvent, the same dissolved electrolyte may exhibit  
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opposite properties. So, for example, acetic acid, weak in water, when interacting with a more protogenic sol-
vent (liquid hydrogen fluoride) exhibits the properties of a base by accepting a proton. This behaviour is  
understood to be determined by the difference in proton affinity. However, insufficient information has been 
published on the quantitative characteristics of interactions in solutions of strong and weak electrolytes. The 
present article considers these processes taking place in dimethylformamide (DMF). The most requested 
electrolyte solution parameters are evaluated: the solvation number of some ions, as well as the masses and 
sizes of solvated ions. The calculated values are proved to be consistent with those in the literature data. The 
thermodynamic constants of diphenic acid dissociation in DMF were determined and calculated using the  
multilevel modelling method for the energy of hydrogen bonds in solvents, thus accounting for dipolar proton 
solvents (including DMF). Parameters calculated according to the multilevel modelling equations are shown to 
be consistent with the known literature. The method of multilevel modelling was used to calculate the energy 
and dimensional characteristics of ions and chemical compounds, as well as the characteristics of ionisation, 
heat capacity, critical properties and the isothermal differences of thermodynamic functions from the ideal 
state of solvents. Calculation methods were developed for predicting and refining the parameters of chemical, 
biological, medical and other systems, supplemented by constructed models concerning state of the ions in 
solution. 
 
Keywords: solutions, electrolytes, quantitative characteristics of solutions, interparticle and intermolecular 
interactions, organic acid, multilevel modelling 
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ВВЕДЕНИЕ 
Исследования растворов электролитов про- 

должают оставаться актуальными, поскольку до 
настоящего времени не разработано единой все-
объемлющей теории, отражающей полную кар-
тину процессов, происходящих в растворах (вод-
ных и неводных) сильных и слабых электролитов. 

В отличие от водных в неводных раство- 
рах сильных и слабых электролитов протекают 
более сложные процессы [1, 2], так как органи-
ческие растворители отличаются от воды и друг 
от друга своими свойствами, характеристиками, 
параметрами (кислотно-основные свойства, по-
лярность, диэлектрическая проницаемость (ДП), 
способность к сольватации или, наоборот, к 
ассоциации, автопротолиз и т.д.). В зависи- 
мости от свойств растворителя один и тот же 
растворенный электролит может проявлять про- 
тивоположные свойства. Например, слабая в 
воде уксусная кислота в среде более протоген-
ного растворителя проявляет свойства основа-
ния, акцептируя протон:  

 
СН3СООН + НОН → СН3СОО-

 + Н3О+ 

 
СН3СООН + H2F2→  СН3СООН2

+
 + HF2

-
. 

 
Основными взаимодействиями в растворах 

электролитов являются: ион-дипольные (глав-
ным образом сольватационные), ион-ионные 
(катион-анионные) и диполь-дипольные (между 
молекулами растворителей). 

В зависимости от природы растворителя 
ионы и молекулы электролита вступают во вза-

имодействие с диполями растворителя с обра-
зованием молекулярных сольватов (например, 
в среде неполярного бензола, характеризую-
щегося низкой ДП), сольватированных ионов (в 
полярном растворителе вода с достаточно вы-
сокой ДП) или ассоциированных ионов (диме-
ров, ионных тройников и других более сложных 
комплексов) в полярных растворителях с за-
метно низкими ДП (например, в ацетоне). Без-
условно, на поведение растворенного вещест- 
ва в неменьшей мере влияют и другие свойства 
среды. 

Отметим влияние на свойства раство-
ренного в растворителе вещества кислотно-
основных свойств самого растворителя. Так, 
слабая в воде уксусная кислота в среде прото-
фильного растворителя – жидкого аммиака, 
проявляет сильные кислотные свойства наряду 
с минеральными кислотами, а в среде другого 
растворителя, более протогенного, чем вода, – 
жидкого фтористого водорода (H2F2), обнару-
живает несвойственные ей функции и ведет 
себя как основание, акцептируя протон раство-
рителя. При этом H2F2 в безводной хлорной 
кислоте сам проявляет свойства основания. 
Данный феномен объясняется различием в 
протонном сродстве и протонно-донорно-акцеп- 
торными свойствами уксусной, фтороводород-
ной и хлорной кислот. Таким образом, приро- 
да сольватационных эффектов определяется 
свойствами растворенных частиц и еще более – 
свойствами растворителя [1, 2]. 

Целью настоящего исследования являлось: 
изучение межмолекулярных и межчастичных  
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взаимодействий; разработка модельных урав-
нений, выражающих количественные показатели 
ион-дипольных, ион-ионных и диполь-диполь- 
ных процессов в диполярных апротонных рас-
творителях; оценка концентрации всех равно-
весных частиц в кислотно-основной системе  
с помощью логарифмических диаграмм, а так-
же определение констант кислотно-основного 
взаимодействия. 

 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
Количественные характеристики сольва-

тационных (ион-дипольных) процессов в рас-
творах электролитов. Д.И. Менделеев, Н.А. Мен- 
шуткин, И.А. Каблуков, М.И. Усанович, Н.А. Измай- 
лов, Ю.Я. Фиалков, Г.А. Крестов, В.В. Алек- 
сандров, К.П. Мищенко, М. Бертло, М. Борн, 
Л. Онзагер, Д. Кирквуд, К. Бургер, Н. Бьеррум, 
П. Дебай, Э. Хюккель, Р. Робинсон и Р. Стокс, 
И. Кольтгоф и др. [3–5]. 

Процессы сольватации ионов были рас-
смотрены с привлечением физических мето-
дов. Числа сольватации находят из данных по 
плотности, диализу, термохимических и элек-
трохимических свойств растворов [2, 6]. Однако 
ни один из методов не является универсаль-
ным и не дает полного представления об этом 
сложном процессе. Как известно из литерату-
ры, данные, полученные разными авторами, 
имеют значительный разброс для одного и того 
же иона в одном и том же растворителе. Это 
можно объяснить тем, что практически во всех 
случаях связь изучаемых свойств с сольвата-
цией рассматривается косвенно, без учета 
влияния свойств исследуемых систем, иногда 
делаются произвольные, ничем не оправдан-
ные допущения. Например, считали, что все 
диполи воды участвуют в образовании гидрат-
ных комплексов, с чем трудно согласиться, так 
как при этом невозможно судить об энергии  
 

чистого растворителя [3–5]. 
В работе [7] была предложена концепция 

оценок сольватных чисел (ns), масс (ms) и ра- 
диусов сольватированных ионов (rs · 10

-8см), 
основанная на электростатических ион-ди- 
польных взаимодействиях в рамках плазмопо-
добной теории состояния ионов и молекул рас-
творенного вещества. 

Расчеты проводились по выведенным авто- 
рами неэмпирическим уравнениям: 

 
ns = zi ·e·Rs

2 
/ ri ·p – 5kБ·Т·ε·Rs

2 
/ 2p·e,       (1) 

 
ms = ns · M + mi ,                      (2) 

 
rs = (25zi ·pens ·h

2 
/ 3М·Rs ·kБ

2·Т2
)
1/2

        (3) 
 

где zi, ri·10-8 см, mi – заряд, радиус и молярная 
масса иона; Rs·10-8 см, ε, p, М – радиус молеку-
лы, диэлектрическая проницаемость, дипольный 
момент и молярная масса растворителя соот-
ветственно; e – заряд электрона; h – постоянная 
Планка; kБ – постоянная Больцмана; Т – темпе-
ратура, К. 

 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ  
Ион-дипольное взаимодействие. Оценен-

ные по неэмпирическим уравнениям (1)–(3) зна- 
чения чисел сольватации, масс и размеров час- 
тиц в воде и органическом (неводном) раство-
рителе – диметилформамиде, совпадали в 
удовлетворительном согласии с имеющимися 
литературными данными (табл. 1). 

В модельных уравнениях (1)–(3) более 
полно учитываются все параметры растворен-
ного вещества и растворителя, влияющие на 
взаимодействие ионов электролита с раствори-
телем: заряд, размер и масса иона; размер и 
масса молекулы, дипольный момент и диэлек-
трическая проницаемость растворителя. 

Таблица 1 
Сольватные числа и массы сольватированных ионов в воде  

и диметилформамиде (ДМФА), оцененные по уравнениям (1)–(3) 
Table 1 

Solvate numbers and masses of solvated ions in water  
and dimethyl formamide (DMF), estimated by equations (1)–(3) 

 

Ион 

Растворитель 

Н2О ДМФА 

ns (уравн. (1)) ns (лит) ms rs rs (лит) ns (уравн. (1)) ms rs rs (лит) 

Li
+ 

4,64 7,00 90,4  11,45  – 8,99 664,1 3,08 4,12 
Na

+ 
3,34 3,50 83,1  8,82  9,00 6,89 526,7 2,82 3,45 

K
+ 

2,05 1,90 75,1  5,30  7,20 4,73 384,8 2,37 – 
Rb

+ 
1,30 1,20 11,3  4,68  6,40 4,08 383,8 2,27 – 

Cs
+ 

0,98 – 155,9  4,04  5,80 3,56 393,1 2,16 – 
NH4

+ 
1,22 – 40,1  4,53  – 3,47 271,7 2,24 – 

F
- 

2,01 – 55,1  6,11  – 4,73 364,8 2,49 – 
Cl

- 
1,01 – 53,7  4,10  – 3,13 264,3 2,16 1,87 

Br
- 

0,75 – 93,4  3,57  – 2,78 283,1 2,08 1,92 
J

- 
0,53 – 136,4  3,11  5,10 2,41 303,1 1,98 1,97 

NO3
- 

0,52 – 71,3  3,10  – 2,32 231,6 1,96 – 
ClO4

- 
0,30 – 104,8  2,64  – 1,96 242,8 1,85 – 

SCN
- 

0,60 – 71,0  3,26  – 2,46 237,8 2,00 – 
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Количественные характеристики ион-ион- 
ных взаимодействий (кислотно-основных рав-
новесий) – термодинамические константы дис- 
социации. Количественные расчеты кислотно-
основных равновесий (или ион-ионных взаимо-
действий) при оценке констант диссоциации и 
построении кривых кислотно-основного титрова-
ния сводятся к вычислению рН раствора. При 
этом зачастую бывает невозможно оценить или 
рассчитать равновесные концентрации всех  
частиц, находящихся в растворе [7–9], и учесть 
их влияние на ионную силу раствора, коэф- 
фициент активности ионов и константу дис- 
социации [10, 11]. Поэтому предложения по 
альтернативным способам оценки концентра-
ций указанных частиц в электролитном раство-
ре и констант диссоциации кислот и оснований 
требуют более пристального внимания и изу-
чения. 

Ранее был предложен переработанный ва-
риант расчета и оценок концентраций ионов 
водорода, гидроксид-ионов, молекул кислот 
или оснований и их сопряженных оснований 
или кислот, значительно влияющих на коли- 
чественную оценку всех равновесных концен-
траций, на ионную силу раствора, коэффициен-
ты активности компонентов и константу диссо- 
циации рассматриваемых сильных и слабых 
электролитов [12–14]. Общий метод расчета 
равновесных концентраций основан на том, что 
все условия равновесия выражаются в виде n 
неизвестных, затем решается система из n 
уравнений. При оценке коэффициентов актив-
ности наиболее приемлемым является уравне-
ние Дэвиса: 

 
-lgfi = [A·Zi·I

0,5 
/ (1+I

0,5
)]-0,1·I, 

 
где I – ионная сила раствора, так как метод Де-
бая требует введения а – расстояний наиболь-
шего сближения частиц, которые, строго гово-
ря, являются неопределенными и обычно при-
нимаемыми не более 5·10-8 см.  

Поскольку в растворе, как было отмечено 
выше, все частицы (даже нейтральные молеку-
лы) находятся в сольватированном состоянии 
(молекулярные сольваты, сольватированные 
ионы, ассоциированные сольватированные ио-
ны и т.д.), то даже простая сумма радиусов 
сольватированных ионов (в первом приближе-
нии) не дает полной информации о расстояни-
ях наименьшего сближения ионов и вряд ли 
будет постоянной для одних и тех же сольвати-
рованных катиона и аниона (особенно для 
сольваторазделенных) в любом растворителе и 
равной 5·10−8 см. 

Коэффициент А определяется следующим 
соотношением: 

 
А = (2π·NA / 1000)

1/2·(e3
 / 2,303·kБ

3/2)·(1 / ε3/2·T3/2
), 

 

где NA– число Авогадро; kБ – постоянная Больц- 
мана; ε – диэлектрическая проницаемость сре- 
ды; Т – температура, К.  

Для ДМФА получена величина А, рав- 
ная 1,6363. 

Обычные интегральные кривые титрова-
ния, которые могут быть построены при расче-
тах pH в каждый момент титрования, не дают 
полного представления о равновесных концен-
трациях всех частиц, находящихся в титруемом 
растворе. Но для оценки кислотно-основного 
равновесия необходимо знать именно эти вели-
чины. Такую возможность дают логарифмиче-
ские pH-диаграммы. Для их построения на оси 
абсцисс откладывают значения pH (-lgaлиония),  
а на оси ординат – значения десятичных лога-
рифмов концентраций [2]: 
 

H2An ↔ HAn
-
 + H

+
, K1 = aH+·[HAn

-]·f1 / [H2An]·fo ; (4) 
 
HAn

-
 ↔ An

2-
 + H

+
,   K1 = aH+·[An

2]·f2 / [HAn
-]·f1  (5) 

 
В качестве примера оценки ионных сил, 

применимости коэффициентов активности по 
Дэвису и определения термодинамических   
констант диссоциации ароматической двух- 
основной кислоты в табл. 2 приведены необхо-
димые данные, включающие все фрагменты в 
буферных областях от 25 до 75 % нейтрали-
зации дифеновой кислоты гуанидином в ДМФА: 
потенциал электродной системы в зависимо-
сти от объема добавленного титранта, лога-
рифмы концентраций всех равновесных час- 
тиц, образующихся при диссоциации дикисло- 
ты, полный учет которых дает возможность 
объективно оценить ионные силы, коэффициен- 
ты активности по Дэвису и соответствующие ве- 
личины показателей термодинамических конc- 
тант диссоциации, определяемых по уравне-
ниям (4) и (5). 

На рис. 1 представлена кривая потенцио-
метрического титрования дифеновой кислоты 
раствором гуанидина в среде ДМФА, характе-
ризующаяся совместной нейтрализацией обеих 
карбоксильных групп. 

На рис. 2 нанесены упомянутые выше лога-
рифмические диаграммы «lgC – lga (-lgaлиония)», 
позволяющие оценить равновесные концентра-
ции всех заряженных и незаряженных частиц 
(сольватированных нейтральных молекул и  
ионов), образующихся при диссоциации кисло-
ты и при титровании ее сильным основанием 
(табл. 2). 

Ион-ионное взаимодействие. Статистичес- 
кая обработка термодинамических констант 
диссоциации ароматической дикарбоновой 
кислоты в среде ДМФА, определенных экспе-
риментально, при числе точек 30 приводит к 
доверительному интервалу, в котором с веро-
ятностью 0,95 находятся экспериментальные 
величины: рК1 = 10,03±0,40; рК2= 12,22±0,78. 
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Рис. 1. Кривая потенциометрического титрования 4,215·10−3
 М раствора  

дифеновой кислоты 5,0178·10−2
 М раствором гуанидина в ДМФА 
 

Fig. 1. Potentiometric titration curve of 4.215·10–3
 M diphenic acid solution  

with 5.0178·10−2
 M solution of guanidine in DMF 

 

 
 

 

Рис. 2. Логарифмическая диаграмма оценки равновесных концентраций  
при взаимодействии дифеновой кислоты с гуанидином в среде ДМФА  

(♦ – концентрация кислоты Н2Аn;■ – иона HAn
−
; ▲– иона An

2−
) 

 

Fig. 2. Assessment logarithmic diagram of equilibrium concentrations  
in the interaction of diphenic acid with guanidine in DMF  
(♦ – Н2Аn acid concentration; ■ – HAn

− 
ion; ▲ – An

2− 
ion) 

 

Таблица 2 
Данные для определения термодинамических констант диссоциации 4,215·10−3 М раствора 

дифеновой кислоты титрованием 5,0178·10−2М раствором гуанидина в ДМФА 
Table 2 

Data for determining the thermodynamic dissociation constants of 4.215·10–3
M  

diphenic acid solution by titration with 5.0178·10−2 
M solution of guanidine in DMF 

 

Vi E, B -lga(SH
+
) lg[H2An] lg[HАn

−
] lg[An

2−
] I

0,5
 f1 f2 рК1 рК2 

0,5 -0,130 9,21 -2,37 -3,05 -5,16 0,0212 0,9247 0,7309 9,93 11,43 
1,0 -0,165 9,82 -2,37 -2,45 -4,56 0,0425 0,8578 0,5407 9,96 12,13 
1,5 -0,200 10,42 -2,89 -2,37 -3,96 0,0482 0,8412 0,5000 9,97 12,23 
2,0 -0,234 11,01 -3,48 -2,37 -3,37 0,0543 0,8241 0,4602 9,98 12,26 
2,5 -0,260 11,45 -3,93 -2,37 -2,92 0.0669 0,7903 0,3890 10,00 12,31 
3,0 -0,285 11,89 -4,36 -2,37 -2,49 0,0922 0,7290 0,2807 10,03 12,42 
3,5 -0,310 12,32 -4,79 -2,68 -2,37 0,0973 0,7176 0,2634 10,35 12,44 

Примечание. Таблица представлена неполностью, всего титруемых точек 30. 
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Как видно, константы близки: ∆рК = рК2 – рК1 = 
=12,22 – 10,03 = 2,19 (< 3,00). Поскольку разность 
меньше 3, то дифференцированное титрование 
дифеновой кислоты в среде ДМФА, рассматри-
ваемой как смесь двух кислот, не может быть 
осуществлено.  

Таким образом, приведенные на рис. 1 и 2 
диаграммы дают возможность экспериментато-
ру оценить значения показателей термодина-
мических констант диссоциации при нивелиро-
ванном титровании любого электролита кислот- 
ной или основной форм. 

Количественные показатели диполь-ди- 
польных (межмолекулярных) взаимодействий в 
растворителях. В связи с интенсивным разви-
тием теории и практики растворов электроли-
тов моделированием сложных многочастичных 
коллективных (ион-ионных, ион-дипольных и 
диполь-дипольных) взаимодействий в раство-
рах большую актуальность приобретает проб- 
лема оптимизации количественных характери-
стик всевозможных систем. 

Метод многоуровневого моделирования 
(ММУМ) является одним из способов количе-
ственной оценки межмолекулярных (диполь-
дипольных) взаимодействий – например, водо-
родных связей в различных растворителях. 

Теоретически модулируя процессы изме-
рений, то есть взаимодействия системы с при-
бором, нужно учитывать все ситуации, рас-
смотренные в [15]. Данная идея положена в 
основу оценки энергий межмолекулярных вза-
имодействий во множестве чистых растворите-
лей, Н, с коэффициентом многоуровневого  
 

моделирования – Кммум = 0,9889 (табл. 3): 
 

∆Н = 0,5672Х1 + 0,06800Х2 + 0,00376Х3 + 
 

+ 0,4913Х4 + 0,4902Х5 + 0,1332Х6 – 
 

– 0,00531Х7 + 0,0212Х8 – 0,2096 (ккал/моль). 

(6) 

 

Диполь-дипольное взаимодействие. Таким 
образом, использование в качестве базисных 
параметров термохимических (температура  
кипения, мольная теплота парообразования и 
др.), кинетических (вязкость и др.), электри- 
ческих (дипольный момент и др.) свойств и мо-
лекулярных характеристик (сумма длин хими-
ческих связей в молекуле растворителя др.), по 
существу легко определяемых справочных ве-
личин, дает соответствие оцененных методом 
многоуровневого моделирования величин с 
реальными экспериментальными значениями 
независимо от природы и класса веществ с вы-
соким значением Кммум = 0,9889. Коэффициент 
ММУМ выражает корреляционную зависимость 
энергий водородной связи ∆Нлит и ∆Нрасч(∆НММУМ). 
Метод многоуровневого (многомерного) моде-
лирования позволяет решать многочисленные 
задачи при отсутствии важных характеристик 
помимо химической науки и технологий в от-
раслях, не связанных в чистом виде с химией. 

Добавим, что ММУМ применен при выборе 
растворителя для поликонденсации [16], при 
разработке технологии получения дубящих дис-
персных систем [17, 18], а также с его помощью 
разработана математическая модель наруше-
ния мицеллобразования в печени [19] и др. 

Таблица 3 
К расчету энергий водородной связи ∆Н, ккал/моль, в растворителях ММУМ-8 

Table 3 
To the calculation of the hydrogen bond energies ∆Н, kcal / mol, in solvents with MMUM-8 

 

Растворитель Х1=Rs X2=ΣL X3=Tкип Х4=ρ Х5=η Х6=р Х7= рКs Х8=рКHCl Y=∆Нлит 
∆Нрасч 

(уравн. (6)) 
Ацетон 2,30 5,27 329,4 0,7920 0,316 2,88 32,50 4,00 3,327 3,531 
МЭК 2,65 6,81 352,8 0,8054 0,428 2,79 31,00 4,45 4,070 3,989 
МПК 2,81 8,35 375,7 0,8089 0,500 2,48 25,62 4,41 – 4,294 
МБК 2,93 9,89 400,7 0,8304 0,542 2,16 25,30 4,35 – 4,550 
ДМФА 2,53 5,12 425,7 0,9445 0,796 3,82 31,60 3,40 4,050 4,441 
ДМАА 2,68 6,66 438,7 0,9366 0,919 3,79 31,20 3,30 4,055 4,732 
ГМФТА 3,31 6,09 508,2 1,0253 3,340 5,37 20,56 3,56 6,800 6,815 
ДМСО 2,37 5,82 462,2 1,1014 1,960 4,30 32,30 3,06 5,421 5,236 
ТМС 2,70 5,94 558,2 1,2618 10,130 4,69 25,45 3,25 9,736 9,968 
N-МП 2,71 6,66 475,2 1,0327 1,830 4,09 24,15 2,80 5,135 5,447 
АН 2,05 3,79 353,3 0,7856 0,345 3,84 32,20 8,10 3,332 3,606 
ПК 2,75 6,70 514,9 1,0257 2,510 4,94 29,10 1,15 6,260 6,004 

Примечание. Rs – радиус молекулы растворителя, см·108
; ΣL – сумма длин связей в молекуле 

растворителя, см·108; Ткип – температура кипения растворителя, К; ρ – плотность растворите- 
ля, г/см3; η – вязкость растворителя, сПз; р – дипольный момент молекулы растворителя, D;  
Pks – показатель константы автопротолиза растворителя; рКHCl – показатель константы диссо-
циации HCl в растворителях: ацетон, метилэтилкетон (МЭК), метилпропилкетон (МПК), метил- 
бутилкетон (МБК), диметилформамид (ДМФА), диметилацетамид (ДМАА), гексаметилфосфорт-
рамид (ГМФТА), диметилсульфоксид (ДМСО), тетраметиленсульфон (ТМС), N-метил-2-пирроли- 
дон (N-МП), ацетонитрил (АН), пропиленкарбонат (ПК). 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Таким образом, в представленной работе 
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размеры (радиусы) сольватированных ионов. 
Показано, что расчетные значения согласуются 
с имеющимися литературными; 

– ион-ионные равновесия, протекающие в 
растворе наряду с ион-дипольными, сводящие-
ся преимущественно к взаимодействию между 
ионами (катион-анион) и количественно харак- 
 

 теризующиеся константами диссоциации. Пред-
ставлен новый подход к определению термо- 
динамических констант по логарифмическим 
диаграммам «lgC – lga (SH

+
)». Осуществлена 

оценка всех равновесных частиц в рассматри- 
ваемой системе; 

– диполь-дипольные (межмолекулярные) 
взаимодействия в растворителях, определяе-
мые главным образом энергиями водородных 
связей, величины которых оценивались мето-
дом многоуровневого моделирования. Следу-
ет отметить, что рассчитанные по модельным 
уравнениям ММУМ параметры согласуются с 
известными литературными. ММУМ позволяет 
уточнить, воспроизвести отсутствующие пара- 
метры, прогнозировать выход конечного про- 
дукта и т.д. 
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Резюме: Реакция каталитического гидрирования с переносом водорода ненасыщенных С = С и С = О 
связей в органических соединениях в присутствии оптически активных растворимых комплексов пе-
реходных металлов с азотсодержащими мультидентатными лигандами нашла широкое распро-
странение в последние два десятилетия. Цель данной обзорной статьи – привести сведения по 
наиболее эффективным и перспективным металлокомплексным катализаторам асимметрического 
гидрирования с переносом водорода, предложенным в последние 10–15 лет. Поскольку активность и 
селективность катализаторов на основе комплексов переходных металлов в значительной степени 
зависят от их состава и структуры, то дизайн лигандов, наличие или отсутствие стереогенных 
центров, устойчивость и конфигурация хелатной системы лиганда, природа дентатных атомов в 
них крайне важны. Усилия ученых сосредоточены на синтезе и применении в качестве лигандов оп-
тически активных диаминов и аминоспиртов с sp

3
-гибридизованными дентатными атомами, не под-

вергающимися окислению в координационной сфере переходных металлов подобно фосфиновым ли-
гандам, сохраняя в то же время высокую стереогенность. В отдельную группу выделены оптически 
активные лиганды с sp

2
-азотными атомами, содержащие азометиновую связь С = N, оксазолиновые 

фрагменты, которые в комплексах с переходными металлами показывают высокую стабильность в 
реакции каталитического гидрирования с переносом водорода. Стереоселективность катализато-
ров в отдельных случаях повышается с увеличением дентатности азотсодержащих лигандов, в 
частности, эффективны N-гетероциклические N,H,C-лиганды в составе комплексов Rh (III), Ru (II) 
комплексы с тридентатными N, N, N-лигандами c хиральными оксазолиновыми фрагментами, 
C, N, N-рутениевые комплексы. В обзоре катализаторы сгруппированы по дентатности лигандов 
(от 2 до 6), приведены сравнительные данные по активности катализаторов и стереоселективно-
сти реакций, обсуждается влияние строения хиральных лигандов на каталитические характеристи-
ки металлокомплексов. 
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Abstract: The reaction of catalytic hydrogenation involving hydrogen transfer through unsaturated C = C and 
C = O bonds in organic compounds in the presence of optically active soluble complexes of transition metals  
with nitrogen-containing multidentate ligands has recently gained increased popularity. This review is aimed at  
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generalising available information on the most effective and promising metal complex catalysts for asymmetric 
hydrogenation involving hydrogen transfer, which have been proposed in the past 10–15 years. Since the  
activity and selectivity of catalysts based on transition metal complexes are largely dependent on their compo-
sition and structure, the design of ligands, the presence or absence of stereogenic centres, the stability and 
configuration of the chelating ligand system, the nature of the dentate atoms present therein are extremely 
important. Researchers worldwide have been largely focused on the synthesis and use such ligands, as opti-
cally active diamines and aminoalcohols with sp

3
-hybridized dentate atoms. These compositions are not  

oxidized in the coordination sphere of transition metals compared to phosphine ligands, at the same time as 
maintaining a high level of stereogenicity. Optically active ligands with sp

2
 nitrogen atoms containing the C = N 

azomethine bond and oxazoline fragments have been considered as a separate group. In complexes with 
transition metals, these ligands exhibit a high stability in the catalytic hydrogenation reaction with hydrogen 
transfer. The stereoselectivity of catalysts in some cases increases with an increase in the denticity of nitro-
gen-containing ligands. Among them are N-heterocyclic N, H, C–ligands in the Rh (III) complexes; Ru (II) 
complexes with tridentate N, N, N–ligands with chiral oxazoline fragments; C, N, N–ruthenium complexes. In 
this review, we grouped catalysts by ligand denticity (from 2 to 6). Comparative data on the activity of various 
catalysts and the stereoselectivity of respective reactions is provided. The effect of the structure of chiral  
ligands on the catalytic characteristics of metal complexes is discussed.  
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Список сокращений и аббревиатур: 
BINAP – 2,2`-бис-(дифенилфосфино)-1,1`-бинафтил; 
DIOP – 4,5-бис-(дифенилфосфинометил)-2,2-диметилдиоксолан; 
TsDPEN – (N-(п-толуолсульфонил)-1,2-дифенилэтилендиамин; 
TsCYDN – (N-(п-толуолсульфонил)-1,2-циклогександиамин; 
Ср* – тетраметилциклопентадиенил; 
ТЭАФ – формиат триэтиламмония; 
и.э. – избыток энантиомера, %. 
 

ВВЕДЕНИЕ 
В настоящее время каталитическое асим-

метрическое гидрирование с переносом водоро-
да (AГПВ) является вторым по важности мето-
дом восстановления после гидрирования моле-
кулярным водородом [1–7]. Гидрирование с пе-
реносом водорода (ГПВ) от источников – атом-
эффективная реакция, экономически выгодная и 
приемлемая экологически. Исследователей 
привлекает очевидная экспериментальная про-
стота этого подхода.  

Для создания N, N- и N, O-хелатных метал-
локомплексных катализаторов ГПВ значитель-
ные усилия были потрачены на разработку ме-
тодов синтеза оптически активных хиральных 
диаминов и аминоспиртов, применяемых в каче-
стве лигандов. В частности, фундаментальным 
вкладом в разработку хиральных катализаторов 
являются хорошо известные классические руте-
ниевые катализаторы Нойори, которые содер-

жат лиганды (R,R)- и (S,S)-N-(толуолсульфонил)-
1,2-дифенилдиаминоэтан [8]. При асимметриче-
ском восстановлении арилкетонов либо в  
2-пропаноле, либо в смеси муравьиной кислоты 
и триэтиламина катализаторы действуют по би-
функциональному металл-лигандному внешне-
сферному механизму [8, 9]. Эти катализаторы 
были применены в промышленности. 

Реакция ГПВ С=О и С=С связей в органиче-
ских соединениях является ключевой стадией во 
множестве промышленных процессов, позволяя 
получить оптически активный продукт (или по-
лупродукт) с высоким избытком энантиоме- 
ра (и.э.). В частности, витамин Е, (2R,4’R,8’R)- 
α-токоферол, получают в несколько стадий, при 
этом асимметрическая изомеризация исходного 
аллиламина и асимметрическое гидрирова- 
ние промежуточного продукта – аллилового 
спирта, катализируются хиральным Ru-BINAP-
комплексом [10]. 
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Комплекс рутения [RuCl{(S)-BINAP)}(C6H6)]Cl 
катализирует асимметрическое гидрирование в 
стадии синтеза хиральных мономеров для де-
градируемых биополимеров, а также в промыш-
ленном синтезе интермедиатов антибиотиков на 
основе β-лактама [10, 11]. 

 

 
 

 
 

Высокий потенциал Ru-BINAP катализато-
ра был продемонстрирован в получении мно-
жества лекарственных препаратов и их интер-
медиатов. Например, статин – лекарство для 
понижения холестерина, или L-трео-3,4-ди- 
гидроксифенилсерин (L-DOPS), применяемый 
для коррекции артериального давления [11, 12], 
синтезированы с участием названного катали-
затора. 

В последние два десятилетия широкое раз-
витие получил синтез оптически активных ди- 
аминов и аминоспиртов с sp

3
-гибридизованными 

азотными дентатными атомами, не подвергаю- 

 

щихся окислению в координационной сфере  
переходных металлов, но в то же время сохра-
няющих высокую стереогенность [8, 13, 14]. 
Диапазон катализируемых реакций также замет-
но расширился. Поскольку активность и селек-
тивность хиральных комплексов переходных ме-
таллов в асимметрическом ГПВ (АГПВ) в значи-
тельной степени зависят от их структуры, тща-
тельный выбор дизайна лигандов крайне важен. 

В настоящем обзоре приведены данные по 
наиболее эффективным металлокомплексным 
катализаторам АГПВ, разработанным в послед-
ние 10–15 лет. Лиганды сгруппированы по ден-
татности с акцентом на азотсодержащие соеди-
нения. 

Хиральные лиганды для асимметрическо-
го гидрирования с переносом водорода. 

Бидентатные лиганды. Самые популяр-
ные катализаторы для ГПВ – комплексы Ru, Rh 
и Ir, содержащие различные типы лигандов с 
атомами азота, фосфора, кислорода и серы в 
качестве дентатных, например, металл-N-гете- 
роциклические, полусэндвичевые, мультиден-
татные и их комбинации. 

Машима с соавторами [7] установили, что 
комплексы: η5

-Cp*-RuCl2(TsDPEN), 1, [15],  
η5

-Ср*MCl(TsDPEN), где M = Rh (2), Ir (3), 
TsDPEN (4), изоэлектронны c комплексом  
(η6

-aren)RuCl(TsDPEN), 5, эффективным в АГПВ 
кетонов и иминов [8], что вызвало последующие 
исследования комплексов: 2, 3 и 5 [9], а также 
комплексов с 1, 2 – TsCYDN 6 [16] и β-амино- 
спиртами 7 [17]. (рис. 1). 

 
 

Рис. 1. Ареновые и пентаметилциклопентадиеновые комплексы  
с лигандами TsDPEN 4 и TsCYDN 6 

 
Fig. 1. Arene and pentamethylcyclopentadiene complexes  

with ligands TsDPEN 4 and TsCYDN 6 
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Комплексы 2 и 3 c (1S,2S)-TsDPEN-лиган- 
дом являются прекурсорами катализатора АГПВ 
ацетофенона (АФ), 2-ацетонафтона, 1-тетра- 
лона и 1-инданона и приводят к образованию 
(S)-1-фенилэтанола (90 % и.э.), (S)-1-(2-нафтил)-
этанола (85 % и.э.), (S)-1-тетралола (97 % и.э.) и 
(S)-инданола (99 % и.э.) соответственно [17]. 
Комплексы 6а, б, в получены взаимодействием 
(R,R)-TsCYDN с [RuCl2(p-cymole)]2 8, [Ср*RhCl2]2 
9а, и [Ср*IrCl2]2 9б соответственно при 40 °С в 
течение часа. Конфигурация и.э. и 1-фенетола  
 

приведены на рис. 1. 
α-Хлорированный ацетофенон, медленно 

восстанавливающийся в присутствии Ru–BINAP-
комплекса, легко гидрируется на комплексе 3 
смесью триэтиламин:формиат (ТЭАФ) [18] (рис. 2). 
Оптически активный хлор-1-фенилэтанол пре-
образуется в хиральный оксид стирола при об-
работке 4М водным раствором NaOH без потери 
и.э. В частности, оксид (S)-м-хлорстирола, клю-
чевой интермедиат для синтеза β-3-адрено- 
блокаторов, легко образуется по этой реакции. 

 
 

Рис. 2. АГПВ α-хлорацетофенонов на хиральном комплексе 3 
и получение оксида (S)-м-хлорстирола 

 

Fig. 2. ATH of α-chloroacetophenones over chiral complex 3 
and obtainig of (S) -m-chlorostyrene oxide 

 

Лекарственные антигистаминные препара-
ты – бепотастина бесилат и карбиноксамин – 
содержат замещенный (S)-4-хлорфенилпири- 
дилметанольный фрагмент. Проведено АГПВ 
замещенных арил-N-гетероарилкетонов в при-
сутствии легкодоступного диаминового комплек-
са иридия (S,S) -10 и формиата натрия в каче-

стве источника водорода в смеси H2O / 2-PrOH 
(об. / об. = 1 : 1). Оптически активные арил-N-
гетероарилметанолы были получены с 98,2 % 
и.э введением N-оксида в качестве удаляемого 
орто-заместителя (рис. 3). Методика успешно 
применена в синтезе безилата бепотастина с 
общим выходом 51 % и 99,9 % и.э. [19]. 

 

 
 

Рис. 3. Синтез оптически активных арил-N-гетероарилметанолов 
 

Fig.3. Synthesis of optically active aryl-N-heteroarylmethanols 
 

Большое разнообразие природных амино-
спиртов привело к интенсивному исследованию 
систем [Ru

II(арен)(β-аминоспирт)] для замены 
сложных в синтезе хиральных диаминов на 
аминоспирты, повышения активности катализа-
тора и расширения сферы реакции АГПВ. Ком-
плекс рутения (II) 7, формирующийся in situ из 
[{RuCl2(η

6
-C6Me6)}2], (1S,2S)-2-метиламино-1,2-ди- 

фенилэтанола 11 и КОН – эффективный ката-
лизатор для АГПВ производных АФ в (S)-энан- 
тиомеры с и.э. 91 % [17].  

Природа заместителя R
1
 в аминоспиртах 

на основе (1S,2R)-норэфедрина (11а, б, в)  
существенно влияет на эффективность ком-
плекса [RuII(бензол)(β-аминоспирт)] в реакции 
АГПВ трет-бутилацетофенона [20] (рис. 4). 
Высокая скорость реакции наблюдалась в при-

сутствии эфедрина 11а с и.э. 44 % (S)-энан- 
тиомера продукта, соответствующий первич-
ный амин 11б приводил к и.э. 32 %, N-бензил-
замещенный лиганд 11в вызвал увеличение 
и.э. до 68 %. 

В присутствии комплекса [RuCl2(η
6
-p-cymene)]2 

и лиганда (1R,2S)-(+)-цис-1-амино-2-инданол, 
(1R,2S)-(+)- 12 в 2-пропаноле при комнатной 
температуре с 70 % выходом и 91 % и.э. обра- 
зуется S-(-)-1-фенилэтанол [21]. п-Цимол пре-
восходит бензол и мезитилен в серии аромати-
ческих групп в составе катализатора. С этим же 
комплексом рутения с β-аминоспиртом на осно-
ве изосорбида 13 (см. рис. 3) в АГПВ АФ полу-
чено 94 % конверсии и 91 % и.э. (S)-1-фенил- 
этанола. С комплексом [Ir(cod)Cl]2 получены бо-
лее скромные результаты – 51 % и.э. [22]. 
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Рис. 4. Хиральные аминоспирты на основе природных соединений 
 

Fig. 4. Chiral amino alcohols based on natural compounds 
 

В органическом синтезе часто применяются 
природные монотерпены, (-)-α- и (-)-β-пинены и 
(+)-лимонен [23, 24]. В качестве ценного компо-
нента в пищевых добавках, лекарственных пре-
паратах, косметике и агрохимикатах [25] широко 
применяются оба энантиомера лимонена и ди-
пентен. С химической точки зрения лимонен 
привлекателен как исходный реагент для син- 
теза хиральных лигандов. Например, разрабо-
тан синтетический путь к новому семейству 
энантиомерно чистых моно-N-тозилированных  
1,2-диаминов на основе (R)-(+)-лимонена, (+)-14. 
Лиганды в составе рутениевых комплексов 15, 
16 эффективны в АГПВ ароматических кето- 

нов и иминов. В частности, в присутствии ком-
плекса 15 получены и.э. до 93 % в ГПВ АФ 
(рис. 5). 

Комплексы Rh (III) и Ir (III), изоэлектронные 
Ru (II) комплексам, эффективны в АГПВ ряда 
кетонов и иминов. Например, родиевые ком-
плексы c диаминами и аминоспиртами в каче-
стве лигандов были запатентованы фирмой 
Avecia (Великобритания) [26] и коммерциализи-
рованы под названием «CATHy» (Catalytic 
Asymmetric Transfer Hydrogenation), 17 [11]. Ка-
тализатор «CATHy», как и его рутениевый ана-
лог, активны в восстановлении кетонов и ими-
нов формиатными системами (рис. 6). 

 

 
 

Рис. 5. Рутениевые комплексы с лигандами на основе (R)-(+)-лимонена 
 

Fig. 5. Ruthenium complexes with ligands based on (R) - (+) – limonene 
 

 
 

Рис. 6. Формирование катализатора CATHy и предполагаемый механизм процесса АГПВ 
 

Fig. 6. CATHy catalyst formation and the proposed mechanism of ATH process 
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Электронный комплекс 17, образующийся 
по схеме, представленной на рис. 6, при взаимо- 
действии с формиат-анионом переходит в гид-
ридный комплекс 18, который в АГПВ пара-фтор- 
ацетофенона приводит к (S)-1-пара-фторфенил-
этанолу c и.э. 96 %, а в АГПВ тетралона комплекс 
1-(R)-амино-2-(S)-гидроксилинданилпентаметил- 
циклопентадиенилродий (III)-хлорид, 19, дает (R)-
1-тетралол с и.э. 97 %, частота оборотов катали-
затора составляет 500–2500 ч-1 [11] (рис. 7). 

Результаты, полученные при восстановле- 
 

нии большого ассортимента производных АФ с 
использованием комплексов типа [RuCl2(дифос- 
фин)(диамин)], хорошо известны, так как обсуж-
даемые катализаторы Нойори впоследствии 
нашли широкое применение в промышлен- 
ности [27]. 

Утепова c сотрудниками [28] изучала хи-
ральные ферроценильные лиганды типа 20 в 
сочетании с комплексом RuCl2(PPh3)3 в АГПВ 
ацетофенона. (R)-1-фенилэтанол выделен с 
20 % выходом и и.э. более 99 % (рис. 8). 

 
 

Рис. 7. ГПВ тетралона на комплексе  
1-(R)-амино-2-(S)-гидроксилинданилпентаметилциклопентадиенилродий (III)хлорид 

 

Fig. 7. ATH of tetralone over complex  
1- (R) -amino-2- (S) –hydroxylindanylpentamethylcyclopentadienylrhodium (III)chloride 

 

 
 

Рис. 8. Комплексы рутения с лигандами (S)-BINAP, (S,S)-DPEN) и 20 
 

Fig. 8. Ruthenium complexes with ligands (S)-BINAP, (S,S)-DPEN) and 20 
 

Тридентатные лиганды. В качестве три-
дентатных оптически активных лигандов в ката-
лизируемом RuCl2(PPh3)3 АГПВ АФ от 2-про- 
панола Бруннером с коллегами [29] были оцене-
ны пиридиновые производные аминонафтола – 
образующийся при взаимодействии (S)-амино-

нафтола с 2-пиридинкарбоксальдегидом имин 
(S)-2-(2-пиридинилметиленамино)-2′-гидрокси- 
1,1′-бинафтил, (S)-21 и полученный восстанов-
лением последнего амин (S)-2-(2-пиридинил- 
метиламино)-2′-гидрокси-1,1′-бинафтил, (S)-22 
(рис. 9). 

 

 
 

Рис. 9. Химические структуры тридентатных  
N,N,О–лигандов на основе 2-амино-1,1’-бинафт-2-ола и пиридинового остатка 

 

Fig. 9. Chemical structures of tridentate  
N, N, O – ligands based on 2-amino-1,1’-binaphth-2-ol and pyridine residue 
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(S)-1-фенилэтанол образуется с и.э. 96,3 % 
на комплексе Ru с (S)-22 при 28 °С [30]. Основа-
ние Шиффа (S)-21 в тех же условиях приводит к  
(S)-1-фенилэтанолу c и.э. в 97 %. Добавление 
2,2,6,6-тетраметилпиперидин-1-оксида (TEMPO) 
и триметиламиноксида (TMAO) вызывает повы-
шение и.э. до 98,5 % и.э., вероятно, в результате 
окисления добавками свободного PPh3 и после-
дующего сдвига равновесия диссоциации ком-
плекса рутения до менее насыщенных комплек-
сов (см. рис. 9). 

Кларк и др. применяли комплекс рутения с 
тридентатным фосфиндиаминовым Р, N, N-ли- 
гандом 23 для восстановления кетонов со сте- 
рически затрудненными заместителями. В АГПВ 
трет-бутилфенилкетона достигнута энантио- 
селективность до 77 % и.э. (S)-продукта [31].  
Более селективным и активным был комплекс, 
генерирующийся in situ из лиганда 23 и комплек-
са [IrCl(cod)]2. Выход продуктов в 100 % получен 

в АГПВ циклогексилфенилкетона и 4-пиперидин- 
фенилкетона, с и.э. 95 и 98 %, соответственно 
(рис. 10). 

Грюцмахер с коллегами синтезировал уни-
кальный бис-олефиндиаминовый лиганд 24, 
содержащий кроме DPEN остова, два дибензо-
циклогептенильных фрагмента, что обеспечи-
вало тридентатное N, N ,C = C-связывание в 
комплексе Ir(I) [32]. Энантиоселективность ре-
акции ГПВ АФ в присутствии комплекса состав- 
ляет 82 % и.э. (рис. 11). 

Катионный комплекс родия с N-циклогекс-
3-ен-1-ил-5H-дибензо-[a,d]-циклогептен-5-илами- 
ном 25 – высокоактивный катализатор АГПВ АФ. 
Этанол, редко применяющийся в качестве ис-
точника водорода, неожиданно оказался наи- 
более результативным в ряду изученных спир-
тов. Даже в условиях низкой загрузки комплек-
са (Sub/Cat = 100000) ряд кетонов восстанав-
ливается с выходом 98 % и TOF50 до 750000 ч-1

.  
 

 
 

Рис. 10. АГПВ кетонов на комплексах Ru (II) и Ir (I) с N,N,P –лигандом 23 
 

Fig. 10. ATH of ketones over complexes Ru (II) and Ir (I) with N, N, P –ligand 23 
 

 
 

Рис. 11. Тридентатные N, N, С = С – и С = C, N, C = C-лиганды  
и эффективность их иридиевых и родиевых комплексов 

 

Fig. 11. Tridentate N, N, C = C – and C = C, N, C = C-ligands  
and the effectiveness of their iridium and rhodium complexes 

 

Катализаторы на основе Rh (III), структур-
ные аналоги катализаторов Нойори, содержа-
щие в кооординационной сфере тетраметил-
циклопентадиенильные группы, «связанные» 
(«tethered») с тозилдиаминовыми лигандами 
для увеличения жесткости комплексов (рис. 12), 
были предложены группой Уилсса [33, 34] для 
АГПВ кетонов, иминов и других функционали-
зированных субстратов. 

Rh (III)-комплексы с лигандами TsDPEN, 26,  
 

и TsCYDN-лигандами, 27, 28, структурно ана-
логичные рутениевым 29 [35], являются ста-
бильными катализаторами восстановления  
кетонов с высокими значениями и.э. и TON. С 
комплексом 26, в частности, процесс восста-
новления завершается для АФ через 100 мин 
при отношении Sub/Cat = 200, превосходя 
«nontethered» аналог по характеристикам. Комп- 
лексы 26 и 27 эффективно восстанавливают  
β-хлорокетоны, тетралон, а также проявляют  
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активность в воде. Комплекс (R,R)-28 высоко 
активен в АГПВ производных АФ в присутствии 
ТЭАФ (рис. 13). 

Асимметрическое восстановление производ- 
 

ного АФ 30 открывает путь к 2-амино-1-фенил- 
этанолу 31 – ценному строительному блоку для 
получения различных фармацевтических со-
единений [36] (рис. 14). 

 
 

Рис. 12. Тетраметилциклопентадиенильные комплексы Rh (III)  
c «tethered» тозилдиаминовыми лигандами 

 

Fig. 12. Tetramethylcyclopentadienyl complexes of Rh (III) 
with “tethered” tosyldiamine ligands 

 

 
 

Рис. 13. АГПВ производных АФ в присутствии комплекса (R,R) 28 
 

Fig. 13. ATH of derivatives of APh in the presence of the complex (R, R) 28 
 

 
 

Рис. 14. Асимметрический каталитический синтез 2-амино-1-ФЭ  
и АГПВ метилфенилформиатов на комплексах (R,R) 26 

 

Fig. 14. Asymmetric catalytic synthesis of 2-amino-1-FhE  
and ATH of methyl phenyl formates over complexes (R, R) 26 

 

Диегесом и коллегами [0] представлены ли-
ганды на основе тиоамидов аминокислот. C си-
стемой {32 – [Cp*RhCl2]} наблюдалось коли- 
чественное превращение АФ в присутствии 
NaOiPr и LiCl с и.э. до 94 % S-энантиомера. Ге-

тероароматические прохиральные кетоны, нап- 
ример м-метоксиацетофенон и 2-пиридилме- 
тилкетон, трансформируются в соответствую-
щие спирты с высоким и.э.: 97 % R и 99  S соот-
ветственно (рис. 15). 

 

 
 

Рис. 15. Гидрирование кетонов с системой {31 – [Cp*RhCl2]} 
 

Fig. 15. Hydrogenation of ketone with system {31 – [Cp*RhCl2]} 
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Тетрадентатные лиганды. Гао и колле- 
ги [0] применили тетрадентатные Р,N,N,Р- ли-
ганды 32, 33 и 34, в АГПВ, катализируемом ком-
плексными гидридами Ir или Rh (рис. 16). Одной 
из наиболее эффективных была каталитическая 
система [IrH(CO)(PPh3)3 + 33] с конверсией  
99 и 97 % и.э. 

Большое внимание привлекают исследова-
ния, где в качестве катализаторов используются 
комплексы относительно дешевых переходных 
металлов (Fe, Co и Ni), являющихся альтернати-
вой драгоценным металлам (рис. 16, 17). Однако 
о процессах АГПВ, катализируемых такими ком-
плексами, сообщается одинаково редко [39–41]. 

 

 
 

Рис. 16. Эффективность тетрадентатных P, N, N, P – донорных лигандов 
с комплеками родия (I) и иридия (I) в АГПВ АФ 

 

Fig. 16. Efficiency of tetradentate P, N, N, P – donor ligands 
with complexes of rhodium (I) and iridium (I) in ATH of APh 

 

Взаимодействие лигандов N, P, O-типа, 35 
и 36, а также S,S-33 с комплексом Ni(PPh3)2Cl2 
приводит к образованию катализаторов АГПВ 
ряда кетонов [39, 40] (рис. 17). Для лиганда 
S,S-33 конверсия составляет 81 % при и.э. 67 % 
(условия реакции: Т = 70 °С; Sub/Ni = 100;  
t = 20–26 ч, см. рис. 16). Несмотря на то что 

каталитическая активность и стереоселектив-
ность in situ комплексов Ni уступают характе- 
ристикам комплексов Ru и Ir c аналогичны- 
ми лигандами, следует признать успешность 
этих исследований, учитывая экономические 
перспективы, появляющиеся с применением 
неблагородных металлов. 

 

 
 

Рис. 17. Эффективность комплексов никеля в АГПВ АФ [39, 40] 
 

Fig. 17. Efficiency of nickel complexes in ATH of APh [39, 40] 
 

В начале 2004 г. появилось первое сооб- 
щение об АГПВ кетонов с катализатором, обра-
зующимся in situ из карбонильного кластера 
Fе3(СО)12, и оптически активного лиганда 
P, N, N, P-типа [41]. Несколько позднее для  
процесса был предложен уже ряд лидандов 
P, N, N, P- и N4P2-типа, эффективно контроли-
рующих стереохимию на атоме Fe, эффективно 
передавая хиральную информацию [42]. Среди 
предложенных лигандов выделяется 22-х член- 
ный циклический аминофосфин (R,R,R,R)-37, 

высокоэнантиоселективный в сочетании с кар-
бонильным трехядерным кластером Fе3(СО)12 

(рис. 18). Универсальность катализатора демон-
стрируется высокой эффективностью как в гид-
рировании кетонов молекулярным водородом, 
так и в АГПВ. Ряд ароматических и гетероаро-
матических кетонов, а также β-кетоэфиров 
гладко восстанавливаются с и.э.до 99 %. Вели-
чина TOF находится в диапазоне значений 
660–1900 ч-1, а отношение Sub/Fe составляет 
2000–5000 [43]. 
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Рис. 18. Хиральный лиганд PNNP-типа (R, R, R, R) -37 
 

Fig. 18. PNNP Type Chiral Ligand (R, R, R, R) -37 
 

AГПВ кетонов, катализируемое карбонил-
гидридом RhH(CO)(PPh3)3 в присутствии макро-
циклического аминофосфина (R,R,R,R)-37, про-
ходило на воздухе с высокой каталитической 
активностью. Молярное отношение субстрата к 
катализатору достигало 2000:1, выход – 92 % с 
92 % и.э. [44] 

Та же группа исследователей [45] при- 
менила хиральные S, N, N, S-лиганды 38а, 39. 
S, N, N, S-лиганд (R,R-38б) в сочетании с 
[Ir(cod)(PPh3)Cl], в АГПВ АФ от 2-PrOH приводит 
к 83 % и.э. (S)-1-фенилэтанола, гидрирование 
пропиофенона дает и.э. 86 % S-продукта, за-

трудненные кетоны (циклогексилфенон, i-про- 
пилфенон, п- и м-хлорацетофеноны) были вос-
становлены в АГПВ c и.э., % (96 R, 95 S, 71 S и 58 S) 
(рис. 19). 

Использование лиганда (S,S)- и (R,R)-39 со 
сдвоенными тионильными группами с комплек-
сом IrCl(CO)(PPh3)2 в АГПВ затрудненных кето-
нов вызывает некоторое ухудшение результа-
тов (циклогексилфенон – 90 % и.э. R-продукта, 
i-пропилфенон – 90 % и.э. S-продукта) [45].  
Диимин (R,R)-38а в сочетании с IrCl(CO)(PPh3)2 
малоэффективен в АГПВ АФ (27 % конверсии 
за 17 ч и 5 % и.э.). 

 

 

 

Рис. 19. Эффективность тетрадентатных S, N, N, S- и Р, N, N, Р-донорных  
лигандов с комплеками родия (I) и иридия (I) в АГПВ АФ [46] 

 

Fig. 19. Efficiency of tetradentate S, N, N, S and P, N, N, P donor ligands  
with complexes of rhodium (I) and iridium (I) in ATH APh [46] 

 

О синтезе высоко устойчивого на возду- 
хе и в водной фазе гидрофильного фосфи- 
на на основе пиразинового фрагмента,  
(R, R)-DAMPYPHOS, 40, для катализируемого 
комплексами рутения(II) и родия(I) АГПВ АФ 
сообщили Никишкин и др. [46]. Нейтральность 
выгодно отличает лиганд от распространенных 
сульфонированных триарилфосфинов, пока-

завших ряд недостатков, среди которых их  
чувствительность к рН раствора [47], а также 
снижение стабильности комплекса из-за куло-
новского межлигандного отталкивания в ре-
зультате накопления заряда в координацион-
ной сфере металла [48]. Оптимизация условий 
реакции для системы {Rh2(nbd)2Cl2 - (R,R) -40} 
привела к количественному выходу продукта с  
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и.э. до 75 % (R)-энантиомера.  
Хиральные макроциклические лиганды 

О, N, N, O-типа, синтезированные по реакции  
1,3-бис-(2-формилфенокси)-2-пропанола с CYDN 
с гидридным комплексом [IrHCl2(cod)]2 in situ в 
АГПВ ароматических кетонов, приводят к соот-
ветствующим оптически активным спиртам с 

и.э. до 92 % [0] (рис. 20). Если в случае лиган-
дов О, N, N, O-типа с открытой цепью (41а) 
возможно образование нескольких изомеров, 
то циклические О, N, N, O-типа лиганды (41б) 
являются более жесткими из-за фиксации ато-
мов N и O в плоскости, что и приводит к более 
высоким и.э. (94 %). 

 

 
 

Рис. 20. Эффективность тетрадентатных O, N, N, O- донорных лигандов 
с [IrHCl2(cod)]2 в АГПВ АФ [49] 

 
Fig. 20. Efficiency of tetradentate O, N, N, O donor ligands 

with [IrHCl2(cod)]2 in ATH APh [49] 
 

Таким образом, преимущества азотсодер-
жащих лигандов перед фосфорными аналогами 
заключаются как в доступности, простоте полу-
чения и выделения, устойчивости к деструкции 
и окислению в координационной сфере пере-
ходного металла, так и в не уступающей фос-
форсодержащим лигандам активности и селек-

тивности их металлокомплексов. Для замены 
известных своей эффективностью, но дорогих и 
менее стабильных моно- и дифосфиновых ли-
гандов в комплексах переходных металлов хи-
ральные N-донорные лиганды на основе при-
родных хиральных соединений имеют особую 
привлекательность. 
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Abstract: According to numerous studies, lactic acid bacteria are characterised by the capability of reducing 
their initial activity given an insufficient quantity of growth factors supplied by a nutrient medium. Conversely, 
the introduction of additional sources of nutrient into the medium provides favourable conditions for the devel-
opment of lactic acid-producing microorganisms. The present study was aimed at examining the effect of 
phosphorus-containing salts on the biosynthetic activity of a specially selected strain of lactic acid bacteria for 
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bacteria of the Lactobacillus acidophilus thermophilic bacilli subgroup applied in cheese and fermented dairy 
production were used as a producer of lactic acid. In the obtained fermented solutions, the mass fractions of 
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mum production of lactic acid comprised 2.5 % vol. of the nutrient medium. The titratable acidity of the inocu-
lum ranged from 1.80 to 1.85 g/cm

3
. In order to produce calcium lactate, the lactic acid accumulating during 

biosynthesis was neutralised with chalk. The effect caused by the type of phosphorus-containing salt and its 
mass fraction on the coefficient of whey bioconversion to lactic acid by L. аcidophilus AT-I lactic acid bacteria 
was evaluated along with the rate of formation and yield of calcium lactate. The 2.0 % additive of sodium 
phosphate disubstituted dodecahydrate was established to provide the highest values for the formation rate 
and yield of the target product, comprising 0.78 g/(dm

3·h) and 79.96 %, respectively. 
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Исследование биосинтетической активности  
молочнокислых бактерий Lactobacillus acidophilus  
при сбраживании лактозы молочной сыворотки  
 
Е.А. Шиповская, В.В. Евелева, Т.М. Черпалова 
 
Всероссийский научно-исследовательский институт пищевых добавок – филиал ФГБНУ 
«ФНЦ пищевых систем им. В.М. Горбатова» РАН, г. Санкт-Петербург, Российская Федерация 
 
Резюме: Молочнокислые бактерии могут терять первоначальную активность при недостатке 
факторов роста в питательной среде. Введение в питательную среду дополнительных источни-
ков питания обеспечивает благоприятные условия для развития микроорганизмов, продуцирующих  
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молочную кислоту. Целью данной работы являлось изучение влияния фосфорсодержащих солей на 
биосинтетическую активность специально подобранного штамма молочнокислых бактерий для 
биотрансформации лактозы творожной сыворотки в лактатсодержащие ингредиенты. В каче-
стве продуцента молочной кислоты использовали молочнокислые бактерии из подгруппы термо-
фильных палочек Lactobacillus аcidophilus, которые применяются в производстве кисломолочных 
продуктов и сыроделии. В полученных сброженных растворах определяли массовую долю лактозы 
методом Бертрана и лактата кальция комплексонометрическим методом. Исследовали изменение 
биосинтетической активности молочнокислых бактерий при варьировании вида фосфорсодержа-
щей соли (натрий фосфорнокислый двузамещенный 12-водный, аммоний фосфорнокислый двузаме-
щенный) и массовой доли (от 1,0 до 3,0 % с шагом 0,5 %). Количество вносимого посевного матери-
ала для максимального накопления молочной кислоты составило 2,5 % к объему питательной сре-
ды. Титруемая кислотность посевного материала составляла от 1,80 до 1,85 г/см3. Накапливаю-
щуюся в процессе биосинтеза молочную кислоту нейтрализовали мелом с получением лактата 
кальция. Установлены зависимости коэффициента биоконверсии сыворотки в молочную кислоту 
молочнокислыми бактериями L. аcidophilus AT-I, скорости образования и выхода лактата кальция 
от вида фосфорсодержащей соли и ее массовой доли. Выявлено, что наибольшие величины скоро-
сти образования и выхода целевого продукта (0,78 г/(дм3·ч)) и 79,96 % соответственно) достига-
ются при внесении 2,0 % двузамещенного 12-водного фосфорнокислого натрия. 
 
Ключевые слова: молочнокислые бактерии, биосинтетическая активность, лактоза, молочная 
сыворотка, лактатсодержащие ингредиенты 
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INTRODUCTION 
With an increase in the production of curd 

products, cheese and casein, the quantity of milk 
whey, representing a waste product of the dairy 
industry, significantly increases. A certain part of 
the whey is used as feed for livestock and for 
technical and food purposes, while the bulk is 
drained into the sewer causing environmental pol-
lution [1–6]. For these reasons, whey processing 
appears to be a significant problem. 

Among the known methods of whey pro-
cessing, several main areas are distinguished. 
These include the preparation of concentrates in 
condensed and dry form, isolation of individual 
components (protein and lactose hydrolysates, fat, 
lactulose) and the biological conversion of lactose 
and whey proteins for production of lactic acid, 
lactates and probiotic products [5–7]. 

Whey possess a high biological value due to 
the presence of soluble proteins, lactose, as well 
as macro-, micro- and ultramicroelements [1, 8]. 
On average, 48–52 % of whey accounts for milk 
solids with the main components presented by milk 
sugar (70 %), nitrogenous substances (14.5 %), fat 
(7.5 %) and mineral salts (8 %) [6, 9]. 

The presence of carbon sources easily digest-
ible by many types of microorganisms, as well as 
various growth factors, identifies whey to be the 
among of the most valuable nutrient media for the 
production of microbial synthesis products. There-
fore, the most effective approach to whey pro-

cessing consists in its biotechnological treatment 
based on the application of microorganisms in a 
free or immobilised state [10]. 

For microbiological processing of whey, 
homofermentative lactic acid streptococci (Strep-
tococcus lactis, Streptococcus cremoris) and lac-
tobacillus (Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus 
lactis, Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, 
Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus helveticus) 
are of a particular interest. Streptococcus lactis are 
considered to ferment lactose with the formation of 
L(+) lactic acid in amount of 0.8–1.0 %, and some 
strains of Streptococcus cremoris are believed to 
form, along with lactic acid, a nisin antibiotic inhib-
iting the development of other species of lactic ac-
id bacteria, as well as bacilli and butyric acid bac-
teria. In lactose fermentation, Lactobacillus bulgar-
icus lactobacillus bacteria form up to 3% of lactic 
acid, mainly of D(-)-form, while Lactobacillus aci-
dophilus accumulate the DL form of lactic acid, 
having the ability to inhibit the development of bac-
teria of the dysenteric, paratyphoid and E. coli 
group. L. acidophilus culture is resistant to adverse 
environmental influences such as alkaline reaction 
(pH = 8.0), as well as the presence of phenol,  
bile (20 %) and sodium chloride (2 %) in the medium. 

At the same time, lactic acid bacteria cultures 
are observed to lose their initial activity in the in-
sufficient amount of growth factors of the nutrient 
medium. By introducing additional sources of nutri-
tion into the nutrient medium, favourable condi- 
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tions are provided for the development of starter 
microorganisms producing lactic acid [11]. Accord-
ing to the developers of a functional supplement 
with pro- and prebiotic properties based on lactic 
acid microflora cultivated on whey, the medium 
must be enriched with germinated wheat grain in 
an amount of 20 % of the total volume of [4]. In 
order to provide the normal growth and develop-
ment of Lactobacterium juqurti bacteria during the 
fermentation process of deproteinised acid whey, 
corn extract is applied as an additional food source 
in an amount ranging from 0.1 to 0.2 % [12]. It is 
possible to intensify the process of obtaining the 
combined β-galactosidase enzyme preparation 
from whey through the mutually stimulating effect 
of Kluyveromyces marxianus fungus, Candida 
kefyr yeast and Streptococcus thermophilus ther-
mophilic lactic acid bacteria. In the work [13], 
Streptococcus thermophilus was demonstrated to 
acidify the medium, stimulating the growth of yeast 
and releasing, in turn, additional amounts of vita-
mins and amino acids into the nutrient medium 
during fermentation to create favourable conditions 
for the growth of lactic acid bacteria. 

The introduction of phosphorus-containing 
substances into the nutrient medium demonstrates 
a positive effect on the biosynthetic activity of lactic 
acid bacteria. The most affordable sources of 
phosphorus include ammonium phosphate salts 
providing important nitrogen for the development 
of bacteria

1
 [14]. According to the patent [15], food 

protein was obtained in the form of a whey con-
centrate or dry powder containing from 15 to 25 % 
of solids by Propionibacterium freudenreichii VSB-
16 и Lactobacillus casei GSB-TB1B cultures with 
an additional introduction of (NH4)2SO4, KH2PO4, 
MgSO2 and ZnSO2. 

In the present work, acid whey was fermented 
by a specially selected probiotic strain of Lactoba-
cillus acidophilus lactic acid bacteria characterised 
by a fairly high productivity and the ability to re-
lease exopolysaccharides (EPS) into the environ-
ment. Among the advantages of using strains of 
lactic acid bacteria capable of producing EPS are 
included increased time of refrigerated storage, 
reduced syneresis, as well as the improved texture 
and consistency of products. The fermentation of 
whey by EPS-producing strains of Lactobacillus 
acidophilus increases the nutritional value of the 
target product, improving its organoleptic and 
rheological characteristics [16–19]. 

Thus, the current study was aimed at the ef-
fect of phosphorus-containing salts on the biosyn-
thetic activity of a specially selected strain of lactic 
acid bacteria for biotransformation of acid whey 
lactose into lactate-containing ingredients. 

                                                           
1 Kuznetsov A.E., Gradova N.B., Lushnikov S.V.,  
Engelhart M., Weisser T. Applied Ecobiotechnolo-
gy: Textbook; in 2 V. Moscow: BINOM. Laboratori-
ya Znaniy, 2010. Vol. 1 – 629 p.; Vol. 2 – 485 p. 

EXPERIMENTAL PART 
The objects of study were:  
– “Letnyaya” acid whey produced by Losevo 

Dairy Plant LLC; 
– Lactobacillus acidophilus AT-I lactic acid 

bacteria (L. acidophilus AT-I – producer of lactate-
containing ingredients); 

– sodium phosphate disubstituted dodecahy-
drate (Na2HPO4·12H2O) according to GOST 4172-
76; 

– disubstituted ammonium phosphate 
((NH4)2HPO4) according to GOST 3772-74. 

Experimental studies were performed by the 
laboratory equipment of the All-Russian Scientific 
Research Institute of Food Additives (VNIIPD), a 
branch of the Gorbatov Research Centre for Food 
Systems RAS, using the methods adopted in re-
search practice and according to the current tech-
nical documentation. 

In the experimental samples, the mass frac-
tions of both lactose and calcium lactate were de-
termined along with titratable acidity. 

Three methods were applied to the evaluation 
of the studied parameters including the Bertrand 
method [20], complexometric technique and acid-
base titration for determination of mass fraction of 
lactose and calcium lactate, as well as titratable 
acidity, respectively. 

 
RESULTS AND DISCUSSION 
A change in the biosynthetic activity of lactic 

acid bacteria was examined under varying type of 
phosphorus-containing salt (Na2HPO4∙12H2O and 
(NH4)2HPO4) and its mass fraction (from 1.0 to 
3.0 % in increments of 0.5 %). 

The fermentation process of acid whey con-
taining from 3.9 to 4.3 % of lactose was performed 
by L. acidophilus AT-I lactic acid bacteria in a 
thermostat at a temperature of 37±1 °С. 

A pure culture of lactic acid bacteria was 
stored in freeze-dried form. The producer was  
activated at a temperature of 37±1 °C for  
10–12 hours. Primary starter culture and inoculum 
was prepared with sterilised skimmed milk and 
acid whey, respectively. 

The initial caseous whey was pasteurised in a 
water bath at a temperature range of 70-75 °С for 
1 h. The amount of inoculum introduced for maxi-
mum accumulation of lactic acid comprised 2.5 % 
of the volume of the nutrient medium; further in-
creases in the amount were observed to be tech-
nologically ineffective. The titratable acidity of the 
inoculum ranged from 1.80 to 1.85 g/cm

3
. 

The lactic acid accumulating during biosyn-
thesis was regularly neutralised with chalk to pro-
duce calcium lactate. 

Figures 1 and 2 demonstrate the effect of the 
phosphorus-containing salt type and its mass frac-
tion on the coefficient of whey bioconversion into 
lactic acid by L. acidophilus AT-I lactic acid bacte-
ria after 24 hours. The maximum efficiency in  

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%90%D0%BC%D0%BC%D0%BE%D0%BD%D0%B8%D0%B9
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A1%D1%83%D0%BB%D1%8C%D1%84%D0%B0%D1%82%D1%8B
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the biotransformation of lactose into lactic acid is 
observed when 1.5 to 2.0 % sodium phosphate 
and 2.0 % ammonium phosphate are added. An 
increase in the mass fraction of phosphorus-
containing salts leads to a decrease in the biosyn-
thetic activity of lactic acid bacteria. 

Table 1 presents data on the change in the 
rate of formation and yield of calcium lactate de-
pending on the type and mass fraction of phospho-
rus-containing salt, subsequently characterising 
the change in the biosynthetic activity of lactic acid 

bacteria. With the addition of 1.0 and 3.0 % of so-
dium phosphate, the biosynthetic activity of bacte-
ria was established to be equal to 0.64 g/(dm3·h), 
while, at introduced amount of 1.5–2.5 %, the value 
of about 0.78 g/(dm3·h) was obtained. Depending on 
the mass fraction of sodium phosphate equal to 1.0, 
1.5 and 2.0 %, the fermentation rate of acid whey 
lactose was 0.43, 0.47 and 0.53 g/(dm

3·h), respec-
tively. With 2.0 % of phosphorus-containing salts 
added, the yield of calcium lactate reached the value 
of about 80 %. 

 

 
 

Fig. 1. Relationship between the bioconversion coefficient of whey to lactic acid  
by L. acidophilus AT-I and the mass concentration of Na2HPO4∙12H2O after 24 hours 

 

Рис. 1. Зависимость коэффициента биоконверсии сыворотки 
в молочную кислоту молочнокислыми бактериями L. аcidophilus AT-I 

от массовой доли соли Na2HPO4∙12H2O через 24 ч 
 

   
 

Fig. 2. Relationship between the bioconversion coefficient of whey to lactic acid by  
L. acidophilus AT-I and the mass concentration of (NH4)2HPO4 after 24 hours 

 

Рис. 2. Зависимость коэффициента биоконверсии сыворотки  
в молочную кислоту молочнокислыми бактериями L. аcidophilus AT-I  

от массовой доли соли (NH4)2HPO4 через 24 ч  
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Table 1 

Indicators of biosynthetic activity of lactic acid bacteria L. acidophilus  
depending on the type of nutrient salt  

and its mass concentration 
Таблица 1 

Показатели биосинтетической активности молочнокислых  
бактерий L. аcidophilus в зависимости от вида питательной соли  

и ее массовой доли 
 

Mass  
fraction of  

phosphorus-
containing 

salt, % 

Formation rate of calcium lactate, g/(dm
3·h) Calcium lactate yield, % 

Na2HPO4∙12H2O (NH4)2HPO4 Na2HPO4∙12H2O (NH4)2HPO4 

24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 

1.0 0.64±0.09 0.39±0.04 0.68±0.06 0.40±0.01 40.32±1.81 76.80±1.00 42.00±0.50 79.21±3.79 
1.5 0.77±0.05 0.40±0.02 0.80±0.06 0.41±0.02 40.65±1.03 76.33±0.30 40.81±0.90 76.56±1.40 
2.0 0.78±0.03 0.40±0.15 0.84±0.07 0.40±0.01 41.20±1.50 79.96±6.85 42.48±1.48 79.18±2.83 
2.5 0.79±0.06 0.39±0.03 0.93±0.05 0.39±0.03 36.74±1.30 71.58±2.65 41.93±1.06 76.56±1.68 
3.0 0.64±0.02 0.27±0.01 0.73±0.06 0.29±0.01 34.50±1.45 61.8±1.79 38.80±0.04 67.80±1.37 

 
From the above, an increase in the mass frac-

tion of the phosphorus-containing salt introduced 
up to 2.5 % contributes to an increase in the bio-
synthetic activity of lactic acid bacteria. A further 
increase in the dosage of salt acts on the growth of 
bacteria as an inhibitory factor. 

Figure 3 presents the dynamics of the lac- 
 

tose fermentation and the accumulation of calcium 
lactate with varying mass fraction of sodium phos-
phate and fermentation time. As can be seen from 
Fig. 3, the application of 2.0 % of Na2HPO4∙ 12H2O 
allows the highest values for the fermentation rate 
of whey lactose and the accumulation of calcium 
lactate to be achieved. 

 
 

Fig. 3. Mass concentration of calcium lactate and lactose  
during whey fermentationby L. acidophilus AT-I  

when varying the mass concentration of sodium phosphate, %: 
1 – 1.0; 2 – 1.5; 3 – 2.0 

 
Рис. 3. Изменение массовой доли лактата кальция и лактозы в процессе сбраживания  

творожной сыворотки молочнокислыми бактериями L. аcidophilus AT-I 
при варьировании массовой доли фосфорнокислого натрия, %: 

1 – 1,0; 2 – 1,5; 3 – 2,0 

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

4

4,5

0 10 20 30 40 50

M
a

s
s
 f

ra
c
ti
o

n
 o

f 
la

c
to

s
e

 a
n

d
 c

a
lc

iu
m

 la
c
ta

te
, 
%

 

Fermentation time, h 

1 2 3

4.5 

 
4.0 

 
3.5 

 
3.0 

 
2.5 

 
2.0 

 
1.5 

 
1.0 

 
0.5 



E.A. Shipovskaya, V.V. Eveleva, T.M. Cherpalova Biosynthetic activity study… 
Е.А.Шиповская, В.В. Евелева, Т.М. Черпалова. Исследование биосинтетической активности… 

640 
 

ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 
 

  
 

 

CONCLUSION 
According to the set of indicators character-

ising the biosynthetic activity of L. acidophilus 
AT-I lactic acid bacteria, the application of sodi-
um phosphate disubstituted dodecahydrate in an 
amount of 2.0 % increases the efficiency of  

obtaining calcium lactate from acid whey. The 
Lactobacillis acidophilus AT-I producer is speci-
fied by rather high formation rate for calcium lac-
tate and fermentation rate for lactose whey 
equal to 0.78 g/(dm

3·h) and 0.53 g/(dm3·h), re-
spectively. 
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Abstract: The article presents a study into the effect of long-term, low-temperature (-80 and -150 °С) 
storage on the properties of Streptomyces lucensis RNCIM As-1743 and Streptomyces violaceus RNCIM 
As-1734 actinomycete collection strains acting as producers of glycosidase inhibitors. The titre (CFU in 
1 cm

3
 of the initial inoculum) and the inhibitory activity of strains were determined with respect to pancr e-

atic α-amylase in the solutions obtained by Streptomyces culture on a corn starch hydrolysate. For Strep-
tomyces, a high survival rate (91–100 %) was established after storage at temperatures of -80 and  
-150 °C using a 15 % glycerol solution in terms of a cryoprotector. Streptomyces violaceus strain was 
identified to be the most resistant to long-term storage at low temperatures. Its inhibitory activity turns to 
be completely retained after storage at temperatures of -80 and -150 °С. In Streptomyces violaceus 
strain, the maximum activity level of 2250±200 IU/cm3 for an inhibitor of pancreatic α-amylase is observed 
on the 1st day of subculture, while Streptomyces lucensis RNCIM As-1743 demonstrates the highest  
activity value on the 3rd day to reach a value of 3660±200 IU/cm3

 following storage at a temperature  
of -80 °С. The studied Streptomyces strains are chromogenic. The most intense chromogenesis is noted 
during the culture of Streptomyces violaceus strain stored at a temperature of -150 °С. The cryopreserva-
tion of Streptomyces violaceus and Streptomyces lucensis actinomycete strains was established to pro-
vide high (10

7–10
8
) cell survival and preservation of their inhibitory activity at a high level when exposed 

to temperatures of -80 and -150 °С with a 15 % glycerol solution as a cryoprotector. Experimental data 
indicate the low-temperature storage method to be promising for Streptomyces lucensis and Streptomy-
ces violaceus collection cultures. 

 
Keywords: Streptomyces lucensis RNCIM As-1743 strains, Streptomyces violaceus RNCIM As-1743 
strains, low-temperature storage, viability, inhibitory activity, chromogenesis 
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Возможности криоконсервирования  
коллекционных штаммов актиномицетов  
Streptomyces lucensis и streptomyces violaceus –  
продуцентов ингибиторов гликозидаз 
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Резюме: Исследовано влияние длительного низкотемпературного хранения (-80 и -150 °С) на свой-
ства коллекционных штаммов актиномицетов Streptomyces lucensis ВКПМ Ас-1743 и Streptomyces 
violaceus ВКПМ Ас-1734 – продуцентов ингибиторов гликозидаз. Определен титр (КОЕ в 1 см3

  
исходного инокулята) и ингибиторная активность штаммов по отношению к панкреатической  
α-амилазе в растворах, полученных при культивировании Streptomyces на гидролизате кукурузного 
крахмала. Установлен высокий (91–100 %) уровень выживаемости Streptomyces после хранения при 
температурах -80 и -150 °C c применением 15 %-го раствора глицерина в качестве криопротекто-
ра. Выявлено, что штамм Streptomyces violaceus наиболее устойчив к условиям длительного хране-
ния при низких температурах. Он полностью сохранил ингибиторную активность после хранения 
при температурах -80 и -150 °С. Максимальный уровень активности ингибитора панкреатической 
α-амилазы у штамма Streptomyces violaceus отмечается на 1-е сутки рекультивирования и состав-
ляет (2250±200) ИЕ/см3, у Streptomyces lucensis ВКПМ Ас-1743 – на 3-и сутки рекультивирования и 
достигает значения 3660±200 ИЕ/см3

 после хранения при температуре -80 °С. Исследуемые 
штаммы Streptomyces являются пигменто-образующими. Наиболее интенсивное пигментообразо-
вание отмечено при культивировании штамма Streptomyces violaceus, хранившегося при -150 °С. 
Проведенные исследования показали, что криоконсервация штаммов актиномицетов Streptomyces 
violaceus и Streptomyces lucensis при температурах -80 и -150 °С с применением 15 %-го раствора 
глицерина в качестве криопротектора обеспечивает высокую (10

7–10
8
) степень выживаемости 

клеток и сохранение их ингибиторной активности на высоком уровне. Экспериментальные данные 
свидетельствуют о перспективности метода низкотемпературного хранения для коллекционных 
культур Streptomyces lucensis и Streptomyces violaceus. 
 

Ключевые слова: штаммы Streptomyces lucensis ВКПМ Ас-1743 и Streptomyces violaceus ВКПМ  
Ас-1734, низкотемпературное хранение, жизнеспособность, ингибиторная активность, пигменто-
образование 
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INTRODUCTION 
Actinobacteria of the Streptomyces genus 

manifest themselves as producers of more than 
half of the most common biologically active com-
pounds applied in medicine, veterinary, agriculture 
and other industries. Thus, maintaining the viability 
of Streptomyces cultures during long-term storage 
constitutes an important research area and makes 
a significant theoretical and practical contribution 
to the problem of preserving an ever-increasing 
biological diversity. 

For most microorganism collections, the 
preservation of strains in working condition with 
the retention of their valuable properties is carried 
out using periodic subculture methods, storage 
under a layer of mineral oil, in dry sterile soil or 
sand, in saline solutions, as well as in a lyophilised 
state or at low temperatures [1].  

The primary method for long-term microor-
ganism storage consists in cryopreservation. 
Among the advantages of cryogenic storage are 
the low probability of culture infection, preservation  
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of microorganism properties in a stable state, low 
time and material costs, the possibility of using 
frozen cultures as a direct inoculum and eliminat-
ing the risk of genetic changes in cultures during 
storage. In addition, according to the published 
studies, microorganism cultures stored at low tem-
peratures in a frozen state appear to be less dam-
aged and demonstrate a higher level of viability as 
opposed to dried and lyophilised cultures [1, 2]. 
The cryostability of microorganisms is determined 
by their taxonomic affiliation, physiological state, 
cell number, cryopreservation modes, the pres-
ence of a protective environment, as well as the 
temperature and heating rate. Different cryo- 
stability is observed in microbial organisms of not 
only different genera and species, but also strains. 
Gram-positive bacteria are known to be usually 
more resistant to freezing in contrast to gram-
negative bacteria [3]. It is thought that micro- 
organisms are most resistant to freezing at the end 
of the logarithmic growth stage or at the beginning 
of the stationary phase. According to a number of 
studies, increased cryoresistance is also charac-
teristic of spore-forming microorganisms [4].  

Protective substances – or cryoprotectors – 
can be applied in order to increase the resistance 
of cells to low temperatures. Two main cryopro-
tectant types can be distinguished. The first in-
cludes glycerin and dimethyl sulphoxide (DMSO) 
either easily to pass through the cell membrane 
and provide both intracellular and extracellular pro-
tection against freezing. The second type of cryo-
protectors involves the following substances 
providing a protective effect on the outer surface of 
the cell membranes: sucrose, lactose, glucose, 
mannitol, sorbitol, dextran, polyvinylpyrrolidone 
and polyglycol. According to some studies, the first 
type of protectors (glycerin and DMSO) have been 
shown to be more effective and applicable for a 
wide range of bacteria [5]. In this case, the protec-
tive action of glycerin is explained by its prevention 
of excessive salt concentration levels causing a 
violation of biochemical processes in microorgan-
ism cells during freezing [3]. 

A distinctive feature of many Streptomyces 
consists in their chromogenetic ability by forming 
carotenoid pigments, black-brown melanins and 
blue-violet anthocyanins. Thus, the colour of the 
substrate and aerial mycelium is determined by a 
variety of pigments. Chromogenesis in microor-
ganisms has a certain physiological significance 
through the protection of cells from natural ultra- 
violet radiation, participation in biochemical reac-
tions and antibiotic effect [6]. Therefore, the study 
of stressful effects on Streptomyces bacteria  
appears to be of great practical importance.  

The methods are known for long-term, low-
temperature storage of Streptomyces hygroscopi-
cus RIA 1433 Nonomuraea Sp antibiotic producers 
(-70 °С) [4], strains of Streptomyces aureoverticil-
lus, Streptomyces aureofaciens and Streptomyces 

griseus actinobacteria (-196 °С) [7], as well as  
collection cultures of Rhodococcus actinobacteria 
(-85 °С) [8]. 

Streptomyces lucensis RNCIM As-1743 and 
Streptomyces violaceus RNCIM As-1734 collection 
cultures of the All-Russian Research Institute of 
Food Additives (VNIIIPD) involves the producers of 
glycosidase inhibitors – biologically active sub-
stances and potential food micro-ingredients [9]. 
Currently, no studies on effectiveness evaluation of 
the long-term storage at extremely low temperatures 
in relation to these actinobacteria were conducted. 

The present study is aimed at the effect of low 
temperatures (-80 and -150 °С) on the viability of 
Streptomyces lucensis RNCIM As-1743 and Strep-
tomyces violaceus RNCIM As-1734 actinomycetes 
and their preservation of inhibitory activity during 
storage. 

EXPERIMENTAL PART 
The object of the study involves Streptomyces 

lucensis RNCIM As-1743 and Streptomyces vio-
laceus RNCIM As-1734 actinomycete strains  
selected at VNIIIPD and deposited in the All-
Russian collection of industrial microorganisms of 
the Research Institute for Genetics and Selection 
of Industrial Microorganisms [10, 11]. 

The studied actinobacteria strains were cul-
tured before freezing on the slant starch-containing 
Czapek medium at a temperature of 29 °C for  
7 days. 

Cell separation was carried out by flushing the 
culture from a slant agar starch-containing Czapek 
medium using 10 cm

3
 of nutrient fermentation me-

dium. In order to increase the resistance of cells to 
the effects of low temperatures, a cryoprotector of 
15 % glycerol solution was added to the nutrient 
medium for fermentation. In the study, bacterial 
suspensions were applied with a population densi-
ty of 10

7–10
8 
CFU/cm

3
. 

Cryo- (Greiner Bio-One, Germany) and Ep-
pendorf tubes were used for freezing spore sus-
pensions at a temperature of -80 °С and -150 °С, 
respectively. All tubes were exposed to +4 °С for 
2 h with subsequent placement in low-temperature 
freezers. Cells were frozen in stages: up to -30 °С 
at a controlled cooling rate of 1 °С/min followed by 
lowering the temperature to -150 °С at a rate of 
15–30 °С/min. 

The samples of Streptomyces actinomycete 
strains were frozen and stored in an MDF-1156ATN 
ULTRA-LOW temperature freezer (SANYO Elec-
tric Co. Ltd) at a temperature of -150 °С and in the 
"Station of low-temperature automated storage of 
biological samples at -80 °С" Unique Research 
Installation (LiCONiC Instruments, Liechtenstein) 
of the Departmental collection of beneficial micro-
organisms for agricultural purposes of the Re-
search Institute of Agricultural Microbiology [12]. 
The storage duration comprises 9 months.  

The recovery process for frozen cells was car-
ried out by thawing at a temperature of 37 °C for  
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3 minutes. Then the cells were placed on Czapek 
agar medium in test tubes. After 7 days of incuba-
tion at a temperature of 29 °C, the viability of  
the cultures was determined and culturing was 
carried out. 

The viable cell count (CFU/cm
3
) of Strepto-

myces actinomycetes was determined by serial 
dilutions of thawed spore suspensions, followed by 
inoculation on Petri dishes with agar Czapek 
starch-containing medium. After exposing the cul-
tures for 3 days at a temperature of 29 °C, the 
number of cultured microcolonies was calculated. 
Percentage of survived CFU of actinobacteria was 
determined relative to the number of CFU counted 
before cryopreservation.  

Streptomyces lucensis and Streptomyces vio-
laceus culturing was carried out periodically in a 
750 cm

3 
flask with a corn starch hydrolysate using 

a Multitron incubation shaker (INFORS, Switzer-
land) with a stirring speed of 160±20 rpm at a  
temperature of 29±1 °С for 96 h [10, 11]. The fer-
mentation medium of pH = 7.0 was composed by 
corn starch hydrolysate with dextrose equivalent 
(DE = 25±5 %), soy flour, sodium chloride, disub-
stituted potassium phosphate and magnesium  
sulphate heptahydrate at concentrations of 20, 5.0, 
3.0, 1.0 and 0.5 g/dm

3
, respectively [13]. For the 

hydrolysis of corn starch, an Amilosubtilin G3x  
enzyme preparation with an amylolytic activity of 
850 u/g was used (GOST 23635-90). 

The inhibitory activity of cells survived after 
storage was determined in the obtained solutions 
by culturing Streptomyces lucensis and Strepto-
myces violaceus using the colorimetric method in 
reference to pancreatic amylase (test enzyme). An 
amount of an inhibitor suppressing 1 unit of pan-
creatic α-amylase by 50 % at a temperature of 
37 °C and pH = 7 was assigned as a unit of inhibi-
tory activity [9]. Prior to determination, the intrinsic 
amylase of Streptomyces strains was inactivated 
in the solution by heat treatment at 98±1 °С. The 
inhibitory effect was studied in reference to pan-
creatic amylase (Sigma, USA, enzyme activity 
34517 u/g) [14]. 

The chromogenesis property was evaluated 
using a UV-1800 spectrophotometer (Shimadzu, 
Japan) by determining the optical density of the 
solutions obtained by Streptomyces culturing on a 
starch hydrolysate at a wavelength of 560 nm. 

Statistical processing data on inhibitory activi-
ty and viability was performed using the Microsoft 
Office Excel 2010. 

 
RESULTS AND DISCUSSION 
Previous studies have proved the low tem-

perature storage of Streptomyces to cause no  
adverse effect on the viability and inhibitory activity 
of cultures. The studied strains of Streptomyces 
lucensis RNCIM Аs-1743 and Streptomyces vio-
laceus RNCIM Аs-1734 actinomycetes with a pop-
ulation density of 10

7–10
8 
CFU preserved a high 

viability and inhibitory activity with reference to 
pancreatic α-amylase after 4 months of storage  
in a 15% glycerol solution at a temperature of  
-12 and -18 °C [15].  

As a result of these studies, the Streptomyces 
lucensis RNCIM As-1743 and Streptomyces vio-
laceus RNCIM As-1734 collection strains were 
established to tolerate the freezing process at ex-
tremely low temperatures (-80 and -150 °C). 

According to our data, high viability is retained 
in the cells of the studied cultures stored in a  
15 % glycerol solution at temperatures of -80  
and -150 °C after 9-month storage. Thus, after  
9 months of storage at temperatures of -80 and  
-150 °C, the survival rate of the studied actinobac-
teria cells stored at a population density of 10

7  

and 10
8
 CFU was preserved throughout the entire  

storage time and amounted to 91–100 %. For 
Streptomyces lucensis RNCIM As-1743, the num-
ber of viable cells in frozen suspensions ranged 
from 1.94·108

 to 1.97·108 
CFU/cm

3
, as opposed to 

Streptomyces violaceus RNCIM As-1734 amount-
ed from 5.24·107

 to 5.30·107 CFU/сm3
. On both 

accounts, the obtained indicators meet the re-
quirements for low-temperature storage for bacte-
rial cultures. 

In a comparative aspect, by the end of the 
storage period, the number of viable cells in  
the studied strains of Streptomyces stored on 
Czapek dense agar medium in test tubes at a 
temperature of +4 °C without subculturing de-
creases by 73.8 and 64.5 % and comprises 
1.40·107

 and 7.41·107 
CFU/cm

3
 for Streptomyces 

violaceus and Streptomyces lucensis, respectively 
(Table). 

The viability study into Streptomyces lucensis 
RNCIM As-1743 and Streptomyces violaceus 
RNCIM As-1734 collection cultures established 
these Streptomyces actinomycete strains to be 
highly resistant to cryopreservation and remain 
viable under high stress conditions. The long-term, 
low-temperature resistance of the studied strains  
is apparently due to the biological characteristics  
of Streptomyces lucensis and Streptomyces vio-
laceus. 

Collection and industrial strain microorgan-
isms are acknowledged to demonstrate population 
variability in addition to loss of cell viability during 
storage. In this case, the dominant phenotype is 
replaced by another with altered properties and 
productive activity, resulting in the loss of strain 
priority properties [7]. 

The studied Streptomyces strains manifest 
themselves as producers of a pancreatic α-amylase 
inhibitor. For this reason, maintaining a high level of 
biosynthetic activity of strains acting as producers of 
biologically active substances during low-tempera- 
ture storage turns to be a prerequisite. Therefore, in 
addition to studies on the effect of cryopreservation 
on the viability and inhibitory activity of actinomy-
cete cultures during long-term storage was evalu- 
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ated. Throughout the storage period, inhibitory  
activity referenced to pancreatic α-amylase was 
monitored. Figures 1–3 demonstrate the data on 

inhibitory activity of Streptomyces strains stored at 
ultra-low temperatures of -80 and -150 °C when 
culturing on a corn starch hydrolysate. 

 

Viability of the studied Streptomyces violaceus and Streptomyces lucensis cultures 
exposed to cryopreservation at -80 and -150 °С 

 

Жизнеспособность исследуемых культур Streptomyces violaceus и Streptomyces lucensis 
после криоконсервации при -80 и -150 °С 

 

 

 
 

Fig. 1. Inhibitory activity of actinobacteria Streptomyces violaceus VKPM AC-1734  
and Streptomyces lucensis VKPM AC-1743 before laying for storage (0 months)  

and after 9 months of storage at -80 and -150 °C 
 

Рис. 1. Ингибиторная активность актинобактерий Streptomyces violaceus ВКПМ Ас-1734  
и Streptomyces lucensis ВКПМ Ас-1743 до закладки на хранение (0 мес.)  

и после 9 мес. хранения при -80 и -150 °C 
 

 
 

Fig. 2. Relationship between the cryogenic conservation temperature  
and the inhibitory activity of the strain Streptomyces violaceus VKPM Ac-1734  

in recultivation process 
 

Рис. 2. Влияние температуры криогенного консервирования на динамику  
ингибиторной активности штамма Streptomyces violaceus ВКПМ Ac-1734  

в процессе рекультивирования 
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Strain 

Storage  
temperature, 

°C 

Number of viable cells, CFU / cm
3
 Cell  

survival, 
% 

before storage  
deposition 

3 months after 6 months after 9 months after 

Streptomyces 
violaceus 

+4 

(5.35±0.48)·107
 

(4.16±0.48)·107
 (3.32±0.38)·107

 (1.40±0.18)·107
 26.2 

-80 (5.39±0.50)·107
 (5.22±0.52)·107

 (5.30±0.50)·107
 99.1 

-150 (5.42±0.55)·107
 (5.38±0.61)·107

 (5.24±0.48)·107
 97.9 

Streptomyces 
lucensis 

+4 

(2.09±0.25)·108
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 (7.41±0.72)·107
 35.5 
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Fig. 3. Relationship between the cryogenic conservation temperature  
and the dynamics of the inhibitory activity  

of the strain Streptomyces lucensis VKPM Ac-1743 in recultivation process 
 

Рис. 3. Влияние температуры криогенного консервирования  
на динамику ингибиторной активности штамма Streptomyces lucensis ВКПМ Ac-1743  

в процессе рекультивирования 
 

As a result of the studies, a high level of bio-
synthetic activity is established to be preserved in 
both strains after 9-month storage at temperatures 
of -80 and -150 °C. Streptomyces violaceus strain 
was identified to be the most resistant to long-term 
storage at low temperatures, as opposed to Strep-
tomyces lucensis. As referenced to pancreatic  
α-amylase, the inhibitory activity of Streptomyces 
violaceus is completely retained at temperatures  
of -80 and -150 °C; this contrasts with the Strep-
tomyces lucensis strain, in which with the inhibitory 
activity decreased by 78 % by the end of the stor-
age period at a temperature of -150 °С as com-
pared to the value prior to cryopreservation.  

At a storage temperature of -150 °C, the in-
hibitory activity of the Streptomyces violaceus 
strain remained at a higher level as compared to 
the temperature of -80 °C. In Streptomyces vio-
laceus strain, the maximum activity level for an 
inhibitor of pancreatic α-amylase is observed  
on the 1st day of reculturing and comprises 
(2250±200) IU/cm3

 after storage at -150 °С, while 
Streptomyces lucensis RNCIM As-1743 demon-
strates the highest activity on the 3rd day of 
reculturing to reach a value of 3660±200 IU/cm3

 
following storage at a temperature of -80 °С. The 
Streptomyces lucensis cells reduced following cry-
opreservation at a temperature of -150 °С is char-
acterised by low activity glycosidase inhibitor pro-
duction on the 1st–2nd day of subculture equal to 
600 ± 70 IU/cm

3
. 

Unlike the strain of Streptomyces violaceus 
stored under similar conditions, the Streptomyces 
lucensis strain stored on a Czapek dense nutrient 
medium for a long time (9 months) at a tempera-
ture of +4 °С without subculture is also noted to 
almost completely lose the ability to synthesise a 
glycosidase inhibitor (see Fig. 2, 3). 

According to the obtained data, the reaction of 
the Streptomyces lucensis strain to the low-
temperature effect (-150 °С) is represented by the 
almost complete loss of the inhibitor synthesis ability. 

A sharp increase in inhibitory activity of pro-
ducers exposed to abiotic stress on the first day of 
subculture is apparently due to the fact that, when 
the temperature drops from negative to positive 
(from -80 and -150 to +37 °С compared to rise 
from +4 to +37 °С when thawing cultures after 
storage), the restoration of biochemical reactions 
in response to stress exposure is sharply activat-
ed. During the first days following anabiosis, the 
culture synthesises its own amylases to assimilate 
the carbon source (glucose, maltose and dextrins 
representing products of starch hydrolysis in starch 
hydrolysate) followed by a secondary metabolite, 
amylolytic enzyme inhibitor, is produced under 
conditions of carbon starvation. The inhibitor activi-
ty decreases with increasing duration of fermenta-
tion, possibly due to its structural modification. This 
is acknowledged for the studied glycosidase inhibi-
tors synthesised by streptomycetes during the 
fermentation of carbohydrate-containing media  
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and being pseudo-oligosaccharides represented 
by the multiple forms in their chemical na-
ture [16, 17]. 

The adaptation to culture conditions turns out 
to be slower, when subculturing the studied strep-
tomycetes stored at a temperature of +4 °С. 

The Streptomyces strains under study are 
recognised to be chromogenic. In relation to the 
presented experiments, the "chromogenic" indica-
tor is possible to be used as a criterion for asses- 
sing the adaptation of Streptomyces culture to  
external conditions. In other words, when the tem-
perature moves from negative to positive, the res-
toration of biochemical reactions in response to 
stressful effects is intensified. The synthesis of 
secondary metabolites is activated, including pig-
ments and enzyme inhibitors. 

In accordance to the results of the studies, fol-
lowing 7 days of streptomycetes culture incubation 
on Czapek dense agar medium in test tubes at a 
temperature of 29 °С, a clear difference is ob-
served in the staining of aerial mycelium strains. 
For Streptomyces lucensis RNCIM As-1743, the 
aerial mycelium pigment is white with a greyish 
tint, while the staining of Streptomyces violaceus 
RNCIM As-1734 is pink-violet (Fig. 4). 

After the first culture on agar medium of cells 
was reduced following storage at low temperatures 
(-80 and -150 °C), a more intense chromogenesis 
was observed in Streptomyces violaceus RNCIM 
As-1734 strain. The colour of the aerial mycelium 
of the strain takes on a dark purple hue (tubes 4–6 
in Fig. 4). The effect of low temperatures probably 
results in a partial destruction of proteins, with the 
products composing a substrate for tyrosinase 

catalysing the oxidation of phenols. More intense 
chromogenesis of the Streptomyces violaceus 
RNCIM As-1734 culture is probably due to higher 
tyrosinase activity compared to Streptomyces lu-
censis RNCIM As-1743 strain [14]. The most in-
tense pigment diffusion into the medium is noted 
after storage of the conidia of Streptomyces vio-
laceus strain at a temperature of -150 °C. 

In order to determine the pigment concentra-
tion varying, as proved by studies, in dependency 
with the storage temperature and the duration of 
streptomycete culturing after removal from the ana-
biosis, the optical density of solutions was meas-
ured as characterised by an increase at the maxi-
mum absorption of the synthesised pigment by the 
end of the culture process: after storage at a tem-
perature of 80 °C, the optical density increased from 
0.42 AU on the 1st day to 1.5 AU at the end of the 
process; after storage at a temperature of -150 °C, 
an increase from 0.85 to 1.9 AU, respectively, is 
detected. The data obtained indicate an increase in 
the concentration of chromogenic substances in the 
culture fluid. Apparently, the actinorhodin pigment is 
synthesised, inherent to the cultures of Streptomy-
ces coelicolor, S. violaceoruber and S. lividans, with 
the absorption maximum ranging from 540 to 
640 nm [18, 19]. This pigment changing colour from 
red to blue in dependence to the conditions of mi-
croorganism culturing is used by researchers as an 
indicator of changes in pH of the medium. The re-
sults of the studies demonstrated the pH to vary 
from 7 to 4.5 for the culture fluid where benzoiso-
chromanquinone pigments are synthesised as 
characteristic for actinomycetes with a generic affili-
ation to Streptomyces [20, 21]. 

 

 
 1 2 3  4 5 6  

 

Fig. 4. Conidia development of Streptomyces lucensis (1, 2, 3)  
and Streptomyces violaceus (4, 5, 6) strains on the Czapek's medium  

with starch for 7 days of growth before freezing (1, 4)  
and after storage at -80 °C (2 5) and -150 °C (3, 6) 

 

Рис. 4. Развитие конидий штаммов Streptomyces lucensis (1, 2, 3)  
и Streptomyces violaceus (4, 5, 6) на среде Чапека с крахмалом  

в течение 7 суток роста до замораживания (1, 4)  
и после хранения культур при -80 °C (2, 5) и -150 °C (3, 6) 



T.V. Vybornova, N.Yu. Sharova, A.A. Printseva. Cryopreservation potential… 
Т.В. Выборнова, Н.Ю. Шарова, А.А. Принцева. Возможности криоконсервирования… 

650 
 

ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 
 

  
 

 

According to the study results, the intensely 
pigmented Streptomyces violaceus RNCIM As-1734 
strain is more resistant to temperature changes; 
this is additionally confirmed by the above results 
of studies on the effect of ultra-low temperatures 
on the strain inhibitory activity (see Fig. 1). 

A study of the viability of Streptomyces lucen-
sis RNCIM As-1743 and Streptomyces violaceus 
RNCIM As-1734 collection cultures identified these 
strains of Streptomyces actinomycetes to be highly 
resistant to cryopreservation and remain viable and 
biosynthetic activity under high stress conditions. 
The resistance of the studied Streptomyces strains 
to low-temperature exposure for a long time is  
apparently due to the biological characteristics of 
these actinobacteria.  

 
CONCLUSION 
The cryopreservation study of Streptomyces 

violaceus and Streptomyces lucensis actinomycete 
strains showed that the process supports high 
(10

7–10
8
) cell survival and preservation of inhibito-

ry activity at a high level under the exposure to 
temperatures of -80 and -150 °С using a 15 % 
glycerol solution as a cryoprotector. 

The Streptomyces violaceus RNCIM As-1734 
strain is identified to be the most resistant to stor-
age at low temperatures, retaining both viability 
and complete inhibitory activity at the studied tem-
peratures. A higher level of the inhibitory activity  
of the strain is determined to be preserved at  
a storage temperature of -150 °C, as opposed  
to -80 °C.  

The most intense pigment diffusion into the 
medium is noted following storage of the Strepto-
myces violaceus strain at a temperature of -150 °C. 

The obtained experimental data indicate that 
low-temperature storage of Streptomyces collec-
tion cultures supported by the Research Institute 
for Genetics and Selection of Industrial Microor-
ganisms is a promising method.  

The investigated modes of freezing and stor-
age guarantee the preservation of the viability and 
functional activity of the studied cultures. 

 
REFERENCES 

1. Savkina OA, Ternovskoi GV, Lokachuk MN, 
Pavlovskaya EN, Safronova VI. Cryopreservation is 
a promising method for storing industrially valuable 
strains of lactic acid bacteria and yeast. Sel'skokho-
zyaistvennaya biologiya = Agricultural Biology. 
2014;4:112–119. (In Russian) https://doi.org/10.15 
387/agrobiology.2014.4.112rus 

2. Chukparova AU. Otsenka sokhraneniya zhiz- 
nesposobnosti shtammov mikroorganizmov pri niz-
kotemperaturnoi konsevatsii = Assessment of reten-
tion of the microorganism viability during low-tem- 
perature conservation. In: Biologicheski aktivnye 
veshchestva mikroorganizmov: proshloe, nasto-
yashchee, budushchee: materialy Vserossiiskogo 
simpoziuma s mezhdunarodnym uchastiem = Bio-
logically active substances of microorganisms – 
past, present, future: Proceedings of the All-
Russian Symposium with International Participation. 
27-29 January 2011, Moscow. Moscow: MAKS 
Press, 2011, p. 131. (In Russian) 

3. Filippova SN, Surgucheva NA, Gal'chen-
ko VF. Long-term storage of collection cultures of 
actinobacteria. Microbiology. 2012;81(5):630–637. 
https://doi.org/ 10.1134/S0026261712050062 

4. Sineva ON, Kulikova NG, Filippova SN, 
Terekhova LP. Storage of Actinobacteria of the 
Genera Streptomyces and Nonomuraea by Low 
Temperature Preservation. Antibiotiki i khimiote- 
rapiya = Antibiotics and chemotherapy. 2014; 
59(11-12):11–15. (In Russian) 

5. Pokhilenko VD, Baranov AM, Detushev KV. 
Methods of long-term storage of collection cultures 
of microorganisms and development trends. 
Izvestiya vysshikh uchebnykh zavedenii. Povol- 
zhskii region. = University Proceedings. Volga 
region. Medical Sciences. 2009;4:99–121. (In 
Russian) 

6. The formation of microorganisms pigments 
and aromatic substances.Glow Microbes. Available 
from: https://studopedia.su/6_31038_obrazovanie-
mikroorganizmami-pigmentov-i-aromaticheskih-ve- 
shchestv-svechenie-mikrobov.html/ [Accessed 05th 
Juli 2019]. (In Russian) 

7. Tsutsaeva AA, Anan'ina AE, Balyberdina LM, 
Stepanyuk LV, Pavlenko NV. Long-term storage of 
industrial microbial strains. Mikrobiologiya = Microbi-
ology. 2008;77(5):696–700. (In Russian) 

8. Kamenskikh TN, Kalashnikova EA, Ivshina IB. 
Features of cryopreservation of alkanotrophic actino-
bacteria of the genus Rhodococcus. Vestnik Perm- 
skogo universiteta. Seriya: Biologiya = Bulletin of 
Perm University. Biology. 2010;1:15–20. (In Russian) 

9. Sharova NYu. Amylase inhibitors from 
Streptomyces lucensis VKPM Ac-1743 and Strep-
tomyces violaceus VKPM Ac-1734. Applied Bio-
chemistry and Microbiology. 2015;51(1):58–63. 
https://doi.org/10.1134/S0003683815010159 

10. Sharova NYu, Nikiforova TA, Pozdnyako-
va TA. Actinomycete strain Streptomyces violaceus – 
producer of glycosidase inhibitor. Patent RF, 
no. 2346042; 2006. (In Russian) 

11. Sharova NYu, Pozdnyakova TA, Khodke- 
vich OA. Actinomycete strain Streptomyces lucen- 
sis – producer of glycosidase inhibitor. Patent RF, 
no. 2355755; 2008. (In Russian) 

12. Safronova VI, Tikhonovich IA. Organization 
of authorized long-term storage of useful agricultur-
al microorganisms in the departmental collection of 
the Russian Agricultural Academy. Sel'skokho-
zyaistvennaya biologiya = Agricultural Biology. 
2012;47(3):32–36. (In Russian) 

13. Printseva AA, Sharova NY, Vybornova TV, 
Manzhieva BS. Features of low-temperature storage 
of streptomyces strains – producers of glycosidase  

https://elibrary.ru/item.asp?id=20488838
https://elibrary.ru/item.asp?id=20488838
https://elibrary.ru/contents.asp?id=33863616
https://doi.org/10.1134/S0026261712050062
https://elibrary.ru/author_items.asp?authorid=785018
https://elibrary.ru/author_items.asp?authorid=96729
https://elibrary.ru/author_items.asp?authorid=81086
https://studopedia.su/6_31038_obrazovanie-mikroorganizmami-pigmentov-i-aromaticheskih-veshchestv-svechenie-mikrobov.html/
https://studopedia.su/6_31038_obrazovanie-mikroorganizmami-pigmentov-i-aromaticheskih-veshchestv-svechenie-mikrobov.html/
https://studopedia.su/6_31038_obrazovanie-mikroorganizmami-pigmentov-i-aromaticheskih-veshchestv-svechenie-mikrobov.html/
https://doi.org/10.1134/S0003683815010159


T.V. Vybornova, N.Yu. Sharova, A.A. Printseva. Cryopreservation potential… 
Т.В. Выборнова, Н.Ю. Шарова, А.А. Принцева. Возможности криоконсервирования… 

 
ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 

 
651 

  
 

 

inhibitors. Food systems. 2019;2(1):20–22. 
https://doi.org/10.21323/2618-9771-2019-2-1-20-22 

14. Sharova NYu, Vybornova TV, Printseva AA, 
Manzhieva BS. The properties of the conidia of 
strains of the actinomycete Streptomyces lucensis 
and Streptomyces violaceus during storage at low 
temperatures. Food systems. 2018;1(3):27–32. 
https://doi.org/10.21323/2618-9771-2018-1-3-27-32 

15. Vybornova TV, Sharova NY, Printseva AA. 
Low-temperature storage and the viability preser-
vation of Streptomyces. Tekhnika i tekhnologiya 
pishchevykh proizvodstv = Food Processing: Tech- 
niques and Technology. 2018;48(3):41–49. (In Rus- 
sian) https://doi.org/10.21603/2074-9414-2018-3-34-40 

16. Sharova NY. Biosynthesis of amylase in-
hibitor by Streptomycete cultures. Applied Bio-
chemistry and Microbiology. 2016;52(8):723–732. 
https://doi.org10.1134/S000368381608007X 

17. Sharova NY., Khodkevich OA, Pozdnyako
va TA. Cultural-morphological and physiological-
biochemical properties of new strains in actinomy-
ces – producents of glycosidase inhibitors. Vestnik 

Rossiiskoi akademii sel'skokhozyaistvennykh nauk 
= Proceedings of Russian Agricultural Academy. 
2009;3:74–76. (In Russian) 

18. Palanichamy V, Hundet A, Mitra B, Reddy N. 
Optimization of cultivation parameters for growth 
and pigment production by Streptomyces spp. iso-
lated from marine sediment and rhizosphere soil. 
International Journal of Plant, Animal and Envi-
ronmental Sciences. 2011;1(3):158–170. 

19. Danevčič T, Boric M, Stopar D. Microbial 
Ecophysiology of Vibrio ruber. Food Technology 
and Biotechnology. 2014;52(2):198–203. 

20. Thakur R, Rai V. Isolation and Biochemi-
cal characterization of thermophilic Streptomyces 
from soil of Raipur District of Chhattisgarh, India. 
Research Journal of Pharmaceutical, Biological 
and Chemical Sciences. 2011;2(4):795–808. 

21. Mohanasrinivasan V, Sriramkalyan P, Ipsi-
ta N, Devi CS, Selvarajan E, Suganthi V. et al. 
Fermentative production of extracellular pigment 
from Streptomyces coelicolor MSIS1. Research 
journal of biotechnology. 2013;8(4):30–40. 

 
БИБЛИОГРАФИЧЕСКИЙ СПИСОК 

1. Савкина О.А., Терновской Г.В., Локачук М.Н., 
Павловская Е.Н., Сафронова В.И. Криоконсе- 
рвация – перспективный метод хранения про- 
мышленно ценных штаммов молочнокислых 
бактерий и дрожжей // Сельскохозяйственная 
биология. 2014. N 4. С. 112–119. https://doi.org/ 
10.15387/agrobiology.2014.4.112rus  

2. Чукпарова А.У. Оценка сохранения жизне- 
способности штаммов микроорганизмов при 
низкотемпературной консервации // Биологи- 
чески активные вещества микроорганизмов: 
прошлое, настоящее, будущее: материалы Все- 
российского симпозиума с международным 
участием (Москва, 27–29 января 2011 г.). М.: 
МАКС Пресс, 2011. С. 131. 

3. Filippova S.N., Surgucheva N.A., Gal'chen-
ko V.F. Long-term storage of collection cultures of 
actinobacteria // Microbiology. 2012. Vol. 81. N 5. 
P. 630–637.https://doi.org/ 10.1134/S00262617120  
50062 

4. Синева О.Н., Куликова Н.Г., Филиппо-
ва С.Н., Терехова Л.П. Хранение культур акти-
нобактерий – представителей родов Streptomy-
ces и Nonomuraea методом низкотемпературной 
консервации // Антибиотики и химиотерапия. 
2014. Т. 59. N 11-12. С. 11–15. 

5. Похиленко В.Д., Баранов А.М., Детушев К.В. 
Методы длительного хранения коллекционных 
культур микроорганизмов и тенденции развития // 
Известия высших учебных заведений. Поволж- 
ский регион. 2009. N 4 (12). С. 99–121. 

6. Образование микроорганизмами пигмен-
тов и ароматических веществ. Cвечение микро-
бов // Студопедия [Электронный ресурс]. URL: 
https://studopedia.su/6_31038_obrazovanie-mikro- 
organizmami-pigmentov-i-aromaticheskih-veshche 
stv-svechenie-mikrobov.html (05.07.2019). 

7. Цуцаева А.А., Ананьина А.Е., Балыбер-
дина Л.М., Степанюк Л.В., Павленко Н.В. Опыт 
долгосрочного хранения промышленных штам-
мов микроорганизмов // Микробиология. 2008. 
Т. 77. N 5. С. 696–700. 

8. Каменских Т.Н., Калашникова Е.А., Ивши- 
на И.Б. Особенности криоконсервации алкано-
трофных актинобактерий рода Rhodococcus // 
Вестник Пермского университета. Серия: Биоло-
гия. 2010. Вып. 1 (1). С. 15–20. 

9. Sharova N.Yu. Amylase inhibitors from Strep- 
tomyces lucensis VKPM Ac-1743 and Streptomyces 
violaceus VKPM Ac-1734 // Applied Biochemistry 
and Microbiology. 2015. Vol. 51. Issue 1. P. 58–63. 
https://doi.org/10.1134/S0003683815010159 

10. Пат. № 2346042, Российская Федера-
ция, МПК С12N 9/24,. С12N 1/20, C12R 1/465. 
Штамм актиномицета Streptomyces violaceus – 
продуцент ингибитора гликозидаз / Н.Ю. Шаро- 
ва, Т.А. Никифорова, Т.А. Позднякова; заяви-
тель и патентообладатель ГУ ВНИИПАКК. 
№ 2006138251/13; заявл. 30.10.2006; опубл. 
10.02.2009. Бюл. № 4. 

11. Пат. № 2355755, Российская Федерация‚ 
МПК C12N 1/20, С12N 9/24, C12N 9/26. Штамм 
актиномицета Streptomyces lucensis – продуцент 
ингибитора гликозидаз / Н.Ю. Шарова, Т.А. Позд- 
някова, О.А. Ходкевич; заявитель и патентооб-
ладатель ГУ ВНИИПАКК. № 2008101164/13; за-
явл. 09.01.2008; опубл. 20.05.2009, Бюл. N 14. 

12. Сафронова В.И., Тихонович И.А. Орга- 
низация авторизованного долгосрочного хране- 
ния полезных микроорганизмов сельскохо-зяй- 
ственного назначения в ведомственной кол- 
лекции Россельхозакадемии // Сельскохозяй- 
ственная биология. 2012. Т. 47. N 3. С. 32–36. 
https://doi.org/10.15389/agrobiology.2012.3.32rus 

https://doi.org/10.21323/2618-9771-2019-2-1-20-22
https://elibrary.ru/author_items.asp?authorid=182915
https://elibrary.ru/author_items.asp?authorid=182915
https://doi.org/10.21603/2074-9414-2018-3-34-40
https://elibrary.ru/item.asp?id=29482083
https://elibrary.ru/item.asp?id=29482083
https://elibrary.ru/contents.asp?id=34491095
https://elibrary.ru/contents.asp?id=34491095
https://doi.org/10.1134/S000368381608007X
https://elibrary.ru/author_items.asp?authorid=182915
https://elibrary.ru/author_items.asp?authorid=678542
https://elibrary.ru/author_items.asp?authorid=689737
https://elibrary.ru/author_items.asp?authorid=689737
https://www.researchgate.net/profile/Sriramkalyan_Parnandi
https://www.researchgate.net/profile/Selvarajan_Ethiraj
https://www.researchgate.net/profile/Selvarajan_Ethiraj
https://elibrary.ru/item.asp?id=20488838
https://elibrary.ru/item.asp?id=20488838
https://elibrary.ru/contents.asp?id=33863616
https://doi.org/10.1134/S0026261712050062
https://doi.org/10.1134/S0026261712050062
https://studopedia.su/6_31038_obrazovanie-mikro-organizmami-pigmentov-i-aromaticheskih-veshche%20stv-svechenie-mikrobov.html
https://studopedia.su/6_31038_obrazovanie-mikro-organizmami-pigmentov-i-aromaticheskih-veshche%20stv-svechenie-mikrobov.html
https://studopedia.su/6_31038_obrazovanie-mikro-organizmami-pigmentov-i-aromaticheskih-veshche%20stv-svechenie-mikrobov.html
https://doi.org/10.1134/S0003683815010159


T.V. Vybornova, N.Yu. Sharova, A.A. Printseva. Cryopreservation potential… 
Т.В. Выборнова, Н.Ю. Шарова, А.А. Принцева. Возможности криоконсервирования… 

652 
 

ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 
 

  
 

 

13. Printseva A.A., Sharova N.Y., Vybornova T.V., 
Manzhieva B.S. Features of low-temperature stor-
age of streptomyces strains – producers of glyco-
sidaz inhibitors // Food sistems. 2019. Vol. 2. N 1. 
P. 20-22. https://doi.org/10.21323/2618-9771-2019-
2-1-20-22 

14. Sharova NYu, Vybornova TV, Printse-
va AA, Manzhieva BS. The properties of the conidia 
of strains of the actinomycete Streptomyces lucen-
sis and Streptomyces violaceus during storage at 
low temperatures // Food systems. 2018. Vol. 1. N 3. 
P. 27–32. https://doi.org/10.21323/2618-9771-2018-
1-3-27-32 

15. Выборнова Т.В., Шарова Н.Ю., Принце-
ва А.А. Исследование влияния низких темпера-
тур на сохранение жизнеспособности штаммов 
Streptomyces в процессе хранения // Техника и 
технология пищевых производств. 2018. Т. 48. 
N 3. С. 41–49. https://doi.org/10.21603/2074-9414-
2018-3-34-40  

16. Sharova N.Y. Biosynthesis of amylase in-
hibitor by Streptomycete cultures // Applied Bio-
chemistry and Microbiology. 2016. Vol. 52. Issue 8. 
P. 723–732. https://doi.org/10.1134/S0003683816 
08007X 

17. Шарова Н.Ю., Ходкевич O.A., Поздняко- 
 

ва Т.А. Культурально-морфологические и фи-
зиолого-биохимические свойства новых штам-
мов актиномицетов – продуцентов ингибиторов 
гликозидаз // Вестник Российской академии 
сельскохозяйственных наук. 2009. N 3. С. 74–76.  

18. V. Palanichamy, Aachhari Hundet, Bhaskar 
Mitra, Narayana Reddy. Optimization of cultivation 
parameters for growth and pigment production by 
Streptomyces spp. isolated from marine sediment 
and rhizosphere soil // International Journal of Plant, 
Animal and Environmental Sciences. 2011. Vol. 1. 
Issue 3. P. 158–170.  

19. Danevčič T., Boric M., Stopar D. Microbial 
Ecophysiology of Vibrio ruber // Food Technology 
and Biotechnology. 2014. Vol. 52. N 2. P. 198–203. 

20. Rama Thakur, Vibhuti Rai. Isolation and 
Biochemical characterization of thermophilic Strep-
tomyces from soil of Raipur District of Chhattisgarh, 
India // Research Journal of Pharmaceutical, Biolog-
ical and Chemical Sciences. 2011. Vol. 2. Issue 4. 
P. 795–808. 

21. Mohanasrinivasan V., Sriramkalyan P., Ipsi-
ta N., Devi C.S. Selvarajan E., Suganthi V., et al. Fer- 
mentative production of extracellular pigment from 
Streptomyces coelicolor MSIS1 // Research journal 
of biotechnology. 2013. Vol. 8. Issue 4. P. 30–40. 

Contribution  Критерии авторства  
 

Tatyana V. Vybornova, Natalya Yu. Sharova, 
Anastasia A. Printseva carried out the experi- 
mental work, on the basis of the results sum- 
marized the material and wrote the manuscript. 
Tatyana V. Vybornova, Natalya Yu. Sharova, 
Anastasia A. Printseva have equal author’s rights 
and bear equal responsibility for plagiarism. 

 Выборнова Т.В., Шарова Н.Ю., Принцева А.А. 
выполнили экспериментальную работу, на осно- 
вании полученных результатов провели обоб- 
щение и написали рукопись. Выборнова Т.В., 
Шарова Н.Ю., Принцева А.А. имеют на статью 
равные авторские права и несут равную 
ответственность за плагиат. 

 
Conflict of interests 

  
Конфликт интересов  

 
The authors declare no conflict of interests regar- 
ding the publication of this article. 

 Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин- 
тересов. 
 

The final manuscript has been read and ap-
proved by all the co-authors. 

 Все авторы прочитали и одобрили оконча-
тельный вариант рукописи. 

 
AUTHORS’ INDEX 

  
СВЕДЕНИЯ ОБ АВТОРАХ  

 
Tatyana V. Vybornova, 
Researcher, 
All-Russian Research Institute  
for Food Additives – Branch of V.M. Gorbatov  
Federal Research Center for Food Systems 
of Russian Academy of Sciences, 
55, Liteiny Ave., St. Petersburg 191014, 
Russian Federation, 
e-mail: vybornova.t@inbox.ru 
 
 
 
 

 Выборнова Татьяна Владимировна, 
научный сотрудник, 
Всероссийский научно-исследовательский 
институт пищевых добавок – филиал 
Федерального научного центра пищевых  
систем им. В.М. Горбатова РАН, 
191014, г. Санкт-Петербург, Литейный пр-т, 55, 
Российская Федерация, 
e-mail: vybornova.t@inbox.ru 

https://doi.org/10.21323/2618-9771-2019-2-1-20-22
https://doi.org/10.21323/2618-9771-2019-2-1-20-22
https://elibrary.ru/author_items.asp?authorid=182915
https://elibrary.ru/author_items.asp?authorid=182915
https://doi.org/10.21603/2074-9414-2018-3-34-40
https://doi.org/10.21603/2074-9414-2018-3-34-40
https://elibrary.ru/item.asp?id=29482083
https://elibrary.ru/item.asp?id=29482083
https://elibrary.ru/contents.asp?id=34491095
https://elibrary.ru/contents.asp?id=34491095
https://doi.org/10.1134/S000368381608007X
https://doi.org/10.1134/S000368381608007X
https://elibrary.ru/item.asp?id=12609707
https://elibrary.ru/item.asp?id=12609707
https://elibrary.ru/item.asp?id=12609707
https://elibrary.ru/item.asp?id=12609707
https://elibrary.ru/contents.asp?id=33348438
https://elibrary.ru/contents.asp?id=33348438
https://www.researchgate.net/profile/Sriramkalyan_Parnandi
https://www.researchgate.net/profile/Selvarajan_Ethiraj
https://www.researchgate.net/profile/Selvarajan_Ethiraj
mailto:vybornova.t@inbox.ru
mailto:vybornova.t@inbox.ru


T.V. Vybornova, N.Yu. Sharova, A.A. Printseva. Cryopreservation potential… 
Т.В. Выборнова, Н.Ю. Шарова, А.А. Принцева. Возможности криоконсервирования… 

 
ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 

 
653 

  
 

 
 

 
Natalya Yu. Sharova, 
Dr. Sci. (Engineering), Professor of the Russian 
Academy of Sciences, Chief researcher, 
All-Russian Research Institute  
for Food Additives – Branch of V.M. Gorbatov  
Federal Research Center for Food Systems 
of Russian Academy of Sciences, 
55, Liteiny Ave., St. Petersburg 191014, 
Russian Federation; 
Рrofessor, 
St. Petersburg National Research University, 
of Information Technologies,  
Mechanics and Optics,  
49, Kronverksky Ave., St. Petersburg 197101, 
Russian Federation, 
e-mail: natalya_sharova1@mail.ru 

 Шарова Наталья Юрьевна,  
д.т.н., профессор РАН,  
главный научный сотрудник, 
Всероссийский научно-исследовательский 
институт пищевых добавок – филиал 
Федерального научного центра пищевых  
систем им. В.М. Горбатова РАН,  
191014, г. Санкт-Петербург, Литейный пр-т, 55, 
Российская Федерация; 
профессор,  
Санкт-Петербургский национальный  
исследовательский университет 
информационных технологий,  
механики и оптики, 
197101, г. Санкт-Петербург, 
Кронверкский пр-т, 49,  
Российская Федерация, 
e-mail: natalya_sharova1@mail.ru 
 

Anastasia A. Printseva, 
Junior Researcher, 
All-Russian Research Institute  
for Food Additives – Branch of V.M. Gorbatov  
Federal Research Center for Food Systems  
of Russian Academy of Sciences,  
55, Liteiny Ave., St. Petersburg 191014,  
Russian Federation; 
Head of the Laboratory, 
St. Petersburg National Research University  
of Information Technologies,  
Mechanics and Optics,  
49, Kronverksky Ave., St. Petersburg 197101, 
Russian Federation; 
e-mail: djkr_yfcnz@mail.ru 

 Принцева Анастасия Андреевна, 
младший научный сотрудник, 
Всероссийский научно-исследовательский  
институт пищевых добавок – филиал  
Федерального научного центра пищевых  
систем им. В.М. Горбатова РАН,  
191014, г. Санкт-Петербург, Литейный пр-т, 55, 
Российская Федерация; 
заведующая лабораторией, 
Санкт-Петербургский национальный  
исследовательский университет  
информационных технологий,  
механики и оптики,  
197101, г. Санкт-Петербург,  
Кронверкский пр-т, 49, 
Российская Федерация, 
e-mail: djkr_yfcnz@mail.ru 

mailto:natalya_sharova1@mail.ru
mailto:natalya_sharova1@mail.ru
mailto:djkr_yfcnz@mail.ru
mailto:djkr_yfcnz@mail.ru


PROCEEDINGS OF UNIVERSITIES. APPLIED CHEMISTRY AND BIOTECHNOLOGY 2019  Vol. 9  No. 4 
ИЗВЕСТИЯ ВУЗОВ. ПРИКЛАДНАЯ ХИМИЯ И БИОТЕХНОЛОГИЯ  2019  Том 9  N 4 

654 
 

ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 
 

  
 

 

Original article / Оригинальная статья 
УДК 664.162.036.4:577.15 
DOI: https://doi.org/10.21285/2227-2925-2019-9-4-654-664 
 

Bioconversion of oat hull and miscanthus  
cellulose to glucose solutions 
 

© Ekaterina I. Kashcheyeva*, Galina F. Mironova*, Vera V. Budaeva*, Hina Khan** 
 

* Institute for Problems of Chemical and Energetic Technologies,  
Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, Biysk, Russian Federation  
** Indian Institute of Technology Roorkee, Roorkee, India 
 

Abstract: Cellulose-containing raw materials are currently considered to be among the most promising 
types of raw materials for the production of value-added bio-products. However, for the implementation of 
the developed process, the application of universal pre-processing methods is a prerequisite. In the present 
paper, a study into the bioconversion of oat hull and miscanthus cellulose samples by enzymatic hydrolysis 
into glucose solutions is presented. The substrates were obtained by two-stage processing of raw materials 
with dilute solutions of nitric acid and sodium hydroxide. Enzymatic hydrolysis was carried out using the 
Cellolux-A and Ultraflo Core enzyme preparations at an initial substrate concentration of 40  g/L. At the first 
stage, the reactivity of the substrates to enzymatic hydrolysis in an acetate buffer solution was studied over 
a period of 72 hours. Cellulose samples from both types of raw materials were established to possess 
equally high reactivity in terms of the reducing substances. Glucose obtained from the substrate yielded 
94–95 % and 88–91 %, respectively. This indicates the universality of the pre-treatment method used for 
raw materials having a cellulose content of 35–45 %. At the second stage, hydrolysis of the substrates was 
carried out using a pilot fermenter in an aqueous medium with an excess of enzyme preparations. Over a 
period of 32 hours, aqueous hydrolysates were obtained with a concentration of reducing substances and 
glucose equal to 42 g/L (94 % yield from the substrate) and 33–35 g/L (74–78 % yield from the substrate), 
respectively. The glucose (79–83 %) and pentose (1–2 %) content of the reducing substances indicates 
glucose to predominate in the composition of the resulting solutions. The high bioconversion e fficiency rate 
is additionally demonstrated by a comparative analysis of scanning electron spectroscopy results for sub-
strates and residues following hydrolysis in a pilot fermenter. Glucose solutions obtained in an aqueous 
medium are emerging as promising materials for the preparation of culture media and the synthesis of valu-
able metabolites. 
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Резюме: Целлюлозосодержащее сырье в настоящее время считается наиболее перспективным 
видом сырья для получения биопродуктов с добавленной стоимостью. Применение универсальных 
способов предварительной обработки является необходимым условием для реализации разраба- 
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тываемого процесса. В данной работе была исследована биоконверсия образцов целлюлозы шелухи 
овса и мискантуса в глюкозные растворы путем ферментативного гидролиза. Субстраты получе-
ны двухстадийной обработкой сырья разбавленными растворами азотной кислоты и гидроксида 
натрия. Ферментативный гидролиз проводился с помощью ферментных препаратов «Целлолюкс-
А» и «Ультрафло Коре» при начальной концентрации субстрата 40 г/л. На первом этапе исследо-
вана реакционная способность субстратов к ферментативному гидролизу в среде ацетатного 
буферного раствора в течение 72 ч. Установлено, что образцы целлюлозы из обоих видов сырья 
имеют одинаково высокую реакционную способность: выход редуцирующих веществ и глюкозы от 
массы субстрата составил 94–95 % и 88–91 % соответственно. Это свидетельствует об универ-
сальности способа предварительной обработки, используемого для сырья с содержанием целлюло-
зы от 35 до 45 %. На втором этапе проведен гидролиз субстратов в водной среде в пилотном 
ферментере при избытке ферментных препаратов. За 32 ч. получены водные гидролизаты с кон-
центрацией редуцирующих веществ 42 г/л (выход от массы субстрата 94 %) и глюкозы 33–35 г/л 
(выход от массы субстрата 74–78 %). Содержание глюкозы (79–83 %) и пентоз (1–2 %) в редуциру-
ющих веществах свидетельствует о преимущественно глюкозном составе полученных раство-
ров. Сравнительный анализ результатов растровой электронной спектроскопии субстратов и 
остатков после гидролиза в пилотном ферментере также демонстрирует высокую эффектив-
ность биоконверсии. Полученные в водной среде глюкозные растворы рекомендуются для приго-
товления питательных сред и дальнейшего их использования для синтеза ценных метаболитов. 
 

Ключевые слова: биоконверсия; шелуха овса; мискантус; целлюлоза; ферментативный гидролиз; 
глюкозный раствор; питательная среда 
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INTRODUCTION 
Cellulose-containing raw materials (CCRM) 

comprised of wood, algae, as well as energy and 
agricultural crops, are currently considered as 
among the most promising types of raw materials 
for various value-added products [1–6]. Vegetable 
CCRM is characterised by widespread distribution, 
abundance, renewability and low cost, as well as 
additionally not being a competitor with the produc-
tion of food and feed [7]. 

CCRM mainly consists of three biopolymers, 
namely cellulose (40–50 %), hemicelluloses  
(25–30 %) and lignin (15–20 %) [2]. Cellulose and 
hemicelluloses represent sources of simple sugars 
obtained by enzymatic hydrolysis of raw materials 
and subsequently used as carbon sources for the 
synthesis of valuable metabolites and bioproducts. 
Enzymatic hydrolysates of cellulose and hemi- 
cellulose are appropriate in the technology of alco-
hols, polymers, acids, amino acids, enzymes, as 
well as for the production of microorganism bio-
mass [1, 5, 6, 8–12]. The bioconversion of cellu-
lose and hemicelluloses includes the following 
main processes: grinding and preliminary pro-
cessing of raw materials in order to increase the 
availability of polysaccharides for enzyme action; 
enzymatic hydrolysis of cellulose/hemicelluloses 
into monosaccharides; obtaining of bioproducts 
from monosaccharides (biosynthesis); isolation 

and purification of bioproducts. In the CCRM  
bioconversion technology, the pre-treatment be-
comes a key stage, since it determines the effi-
ciency of subsequent hydrolysis and biosynthesis 
processes [3, 8, 13]. Currently, various methods of 
pre-processing CCRM are available [2, 14–16]. In 
this study, a two-stage sequential processing of 
raw materials with dilute solutions of nitric acid and 
sodium hydroxide is proposed in terms of a pre-
treatment method. Previously, this method was 
demonstrated to provide for the obtaining of high-
quality cellulose characterised by a cellulose con-
tent of more than 90 % and a small amount of non-
hydrolysable components (less than 5 % in to-
tal) [17, 18].  

As CCRM, agricultural wastes, such as oat 
hulls (Avena Sativa) and the miscanthus energy 
culture (Miscanthus sacchariflorus (Maxim.)) was 
used. Presenting a zero-cost by-product of the 
agro-industrial complex, oat hulls are a widespread 
and affordable raw material source in agricultural 
regions of the world [8]. In accordance to the  
Federal State Statistics Service, the gross oat har-
vest in Russia amounted to 4.72 million tonnes  
in 2018 [19]. The hull fraction comprises 25–30 % 
of the dry grain mass; the sugar content in the  
oat hulls reaches 70 % [20, 21]. Miscanthus is a 
fast-growing perennial herbaceous plant with out-
standingly high productivity (10–15 t/ha of dry 
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biomass per year) over the period of the last  
15–20 years and requiring no special growing 
conditions [22–24]. Thus, the availability and low 
cost of these raw materials determines their poten-
tial use as substrates for biotechnological pro-
cesses in the production of high value-added 
products having a high cellulose content.  

The study was aimed at the bioconversion of 
oat hull and miscanthus cellulose samples into glu-
cose solutions by enzymatic hydrolysis.  

The research objectives included studying the 
enzymatic hydrolysis reactivity of oat hull and mis-
canthus cellulose samples in an acetate buffer  
solution, obtaining glucose enzymatic hydrolysates 
of the same samples in an aqueous medium using 
a pilot fermenter, assessing the degree of sub-
strate conversion by evaluating the separate  
accumulation of reducing substances (RS) and 
glucose, as well as by analysing changes in the 
morphology of the substrates.  

 
EXPERIMENTAL PART 
The substrates presented by oat hull or mis-

canthus cellulose samples were obtained at the 
pilot plant of the Institute for Problems of Chemical 
and Energetic Technologies SB RAS (IPCET SB 
RAS) in a 250-litre apparatus by sequential pro-
cessing of raw materials with dilute solutions of 
nitric acid and sodium hydroxide. This method  
involves the processing of raw materials with  
a 3–6 % solution of nitric acid at a temperature of 
90–95 °С for 10–12 h (diversion duty 1 : 15) and 
subsequent processing with a 1–3 % solution of 
sodium hydroxide at a temperature of 90–95 °С 
within 2–4 h (diversion duty 1:15) for obtaining the 
target cellulose [17]. One part of the obtained cel-
lulose samples was air-dried for the further analy-
sis of the chemical composition, while the other 
part was subjected to enzymatic hydrolysis in the 
wet state.  

The moisture content of the oat hull and mis-
canthus cellulose samples was determined using 
an MB23 moisture content analyser (Ohaus, USA). 
An analysis of the chemical composition of the 
substrates was carried out according to generally 
accepted methods for the analysis of vegetable 
material. The content of α-cellulose was evaluated 
by quantitative determination of the substrate resi-
due undissolved in the 17.5 % sodium hydroxide 
solution

1
. The mass fraction of residual lignin was 

evaluated in accordance with the procedure de-
scribed in [25]. The mass fraction of pentosans 
was determined by a UNICO UV-2804 spectropho-
tometer (United Products and Instruments, USA) 
using an orcin solution

1
. Ash content was estimat-

ed by ashing the substrate at 600 °C for 3 h [26]. 
The degree of cellulose polymerisation in sub-
strates was calculated by analysing the cadoxene 
viscosity of solutions in accordance with the pro-
cedure presented in [27]. 

At the first stage, the enzymatic hydrolysis re- 
 

activity of wet substrates was evaluated in accord-
ance with the procedure described in [28]. For hy-
drolysis, Cellolux-A (Sibbiopharm Ltd, Russia) and 
Ultraflo Core (Novozymes A/S, Denmark) enzyme 
preparations were applied. Characteristics of the 
preparations are presented in Table 1. 

 

Table 1 
Characteristics of the enzymes used 

 

Таблица 1  
Характеристики ферментных  

препаратов 
 

Preparation Producer 
Passport  
Activity 

Cellolux-A 
Trichoderma 

viride 

cellulase: 
2000±200 CU/g 

xylanase: 8000 XU/g 

β-glucanase: 
up to 1500 BGU/g 

Ultraflo Core 
Trichoderma 

reesei 

β-glucanase: 
1930±97 BGU/mL 

cellulase: 700 CU/mL 

xylanase (optional) 

 
For enzymatic hydrolysis, a 6 g sample of the 

substrate referred to an absolutely dry substance 
was placed in a 500 mL conical flask and filled with 
0.1 M acetate buffer solution (рН = 4.6) containing 
dissolved enzyme preparations. Enzyme prepara-
tions were added in the following amount: Cellolux-
A – 0.054 g/g of the substrate, Ultraflo Core – 
0.165 mL/g of the substrate. The required volume 
of acetate buffer was calculated taking both the 
initial concentration of the substrate (40 g/L) and 
the mass fraction of water in the wet substrate into 
account. A total liquid phase volume of 150 mL 
was required. The flask with the suspension was 
placed on a PE-6410M mixing platform (Ekros, 
Russia) with an oscillation frequency of 150 min

-1
. 

Hydrolysis was carried out at a temperature of 
45±2 °C and рН = 4.6±0.1 providing the maximum 
yield of RS. An assessment of the degree of sub-
strate hydrolysis was carried out by determining 
changes in the hydrolysate concentrations of RS 
and glucose. For this, 5 mL samples were taken-
followed by filtration. The concentration of RS in 
filtrate was determined by UNICO UV-2804 spec-
trophotometer using a reagent based on 3,5-di- 
nitrosalicylic acid (Panreac, Spain) [29]. Glucose 
concentration was obtained using the spectro- 
photometric glucose oxidase-peroxidase method 
using reagents from the Photoglucose kit (Impact 
LLC, Russia) [30]. After 72 hours of hydrolysis, the 
 
  

1
 Obolenskaya AV, El’nitskaya ZP, Leonovich AA. 

Laboratory work in the chemistry of wood and 
cellulose. Moscow: Ekologiya; 1991. / Оболен-
ская А.В., Ельницкая З.П., Леонович А.А. Ла-
бораторные работы по химии древесины и 
целлюлозы: учеб. пособие для вузов. М.: Эко-
логия. 1991. 320 с. 
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suspension was vacuum filtered and the filtrate 
concentrations of RS and glucose were analysed. 
According to the results of the analysis, the final 
RS yield in relation to the mass of the substrate 
and hydrolysable components, along with the yield 
of glucose relative to the substrate and cellulose 
masses, was calculated according to the formulas: 

 
ηS = [(Cend · V) / ms] · 0.9 · 100;    (1) 

 

ηHC = 
Cend · V · 0.9 · 100;    (2) ms · (100 – L – A) 

 
ηS = [(Cend · V) / ms · C] · 0.9 · 100;    (3) 

 
where ηS is the yield of RS (glucose) relative to the 
mass of the substrate, %; 

ηHC is the yield of RS relative to the content of 
hydrolysable components in the substrate, %; 

ηC is the glucose yield relative to the cellulose 
content in the substrate, %; 

Cend is the final concentration of RS (glucose) 
in the hydrolysate, g/L; 

V is the hydrolysate volume, L; 
0.9 is the coefficient due to the addition of a 

water molecule to the anhydroglucose residues of 
the corresponding monomer units as a result of 
enzymatic hydrolysis; 

mS is the mass of the substrate for enzymatic 
hydrolysis, g; 

L is the mass fraction of residual lignin in the 
substrate, %; 

A is the mass fraction of ash in the substrate, %; 
C is the mass fraction of α-cellulose in the 

substrate, %. 
At the second stage, the hydrolysis of the 

substrates in an aqueous medium was carried out 
in a pilot fermenter. The 11 L fermenter (working 
volume of 7–9 L) is equipped with a mixing device, 
a heat exchange element, a device for supplying 
the necessary components to the process and  
a sampler [31]. The following hydrolysis conditions 
in the fermenter were used: substrate concentra-
tion of 40 g/L, temperature of 47±1 °С and 
pH = 4.6±0.1. The mixing frequency was decreased 
from 500 to 250 rpm as the reaction mass with a 
volume of 8 L became liquefacted. Enzyme prepa-
rations were added in excess to increase the rate 
of hydrolysis, amounting to 0.1 g/g of the substrate 
and 0.3 mL/g of the substrate for Cellolux-A and 
Ultraflo Core, respectively. The volume of distilled 

water for hydrolysis was calculated taking the 
moisture content of the substrate into account. 8 
hours after the RS concentration stopped increas-
ing, the process was terminated. In the process of 
hydrolysis, the pH level was measured every 
2 hours and adjusted, if necessary by solutions of 
ammonia and phosphoric acid. At the end of the 
process, the reaction mass was separated in a 
TsLU-6-3 laboratory centrifuge (PJSC Dolgoprud-
ny Scientific-Production Enterprise, Russia) at 
3500 rpm for 10 minutes. The concentration of  
hydrolysate supernatant pentoses was determined 
in terms of the equivalent amount of xylose, using 
an orcin solution according to the procedure de-
scribed in 

1
. Based on the experimental results, the 

final yield of RS and glucose was calculated in ac-
cordance with formulas (1)–(3). 

The morphology of substrates, as well as un-
reacted residues after their hydrolysis in a fer-
menter, was studied by JSM-840 scanning elec-
tron microscopy (SEM) instrument (Jeol, Japan) 
[32]. 

The studies were carried out using the 
equipment of the Biysk Regional Centre for Collec-
tive Use SB RAS (IPCET SB RAS, Biysk). 

 

RESULTS AND DISCUSSION 
The characteristics of the oat hull and 

miscanthus cellulose samples are presented in 
Table 2. 

Cellulose samples obtained from oat hulls and 
miscanthus are characterised by a high content  
of α-cellulose (93–94 %), as well as pentosans  
(1–2 %), while the amount of non-hydrolysable 
components (lignin, ash) is not more than 5.3 %. 
The substrates have close degree of polymeri- 
sation (DP) values for cellulose. 

Figure 1 presents the results of evaluating the 
enzymatic hydrolysis reactivity of cellulose sam- 
ples, namely, the dependency of the RS and 
glucose concentration on the duration of hydrolysis 
in an acetate buffer solution (Stage 1). 

As can be seen from the plots presented in 
Fig. 1, the cellulose samples of both raw material 
types clearly possess almost the same reactivity. 
In both cases, the accumulation of glucose in 
comparison with the accumulation of RS is slower. 
At the same time, the proportion of glucose in RS 
tends to grow constantly comprising 63, 80–81 and 
93–95 % after 7, 32 and 72 hours of hydrolysis, 
respectively. The difference in the concentrations 
 

 
Table 2 

Characteristics of the substrates for enzymatic hydrolysis а 
Таблица 2 

Характеристики субстратов для ферментативного гидролиз 
 

Substrate 
Mass fraction, % Cellulose degree of 

polymerisation (DP) α-cellulose residual lignin pentosans ash 

Oat hull cellulose sample 93.6 3.7 2.1 1.0 1450 
Miscanthus cellulose sample 92.8 4.0 1.0 1.3 1150 
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Fig. 1. Concentrations of reducing sugars (RS) and of glucose plotted against  
the time of enzymatic hydrolysis of the substrates of oat hulls  

and miscanthus in acetate buffer solution (Stage 1) 
 

Рис. 1. Зависимость концентрации РВ и глюкозы от продолжительности  
ферментативного гидролиза субстратов из шелухи овса и мискантуса  

в среде ацетатного буферного раствора (этап 1) 
 

of RS and glucose during the first 32 hours may be 
attributed to the presence in the reaction mass of 
cellobiose, a glucose dimer converting to glucose 
during hydrolysis and providing a glucose yield of 
95–97 % relative to the cellulose content (Table 3). 
The close reactivity of the substrates indicates the 
versatility and high efficiency of the pre-treatment 
method used. Based on the presented data, the 
possible application of this method can be consid-
ered for pre-processing a number of sources of 
raw materials having an initial cellulose content in 
the range of 35–45 %. 

At the second stage of the study, the enzy- 
matic hydrolysis of substrates in an aqueous me-
dium was studied in a pilot fermenter. Along with 
changing the buffer medium to water, the proce-
dure of transferring to larger devices is acknow- 
ledged to decrease the hydrolysis efficiency due to 
sharp fluctuations in pH, insufficient mass transfer 
and circulation characteristics of the apparatus [33]. 
In this case, a reduction in the microbiological sta- 
bility of the hydrolysis process is possible consi- 
 

dering the biological purity of the enzymatic cellu-
lose hydrolysates easily contaminated by extrane-
ous microflora. Therefore, the high level of micro-
biological stability of enzymatic hydrolysis is re-
tained by reduction of the process duration. In this 
connection, enzyme preparations were used in 
excess during hydrolysis in a fermenter holding an 
aqueous medium for the purpose of increasing the 
initial speed and reducing the duration of the pro-
cess. 

Figure 2 represents the dependency of the 
concentration of RS and glucose on the duration of 
hydrolysis of cellulose samples in an aqueous 
medium of a pilot fermenter (Stage 2). 

Both substrates are converted at almost the 
same rate; their hydrolysis is characterised by a 
sharp increase in the concentration of RS (37 g/L) 
during the first 8 hours and a further slowdown of 
the process with a maximum concentration of 
42 g/L. Due to the concentration of RS remaining 
constant between the 24th and 32nd hours of 
hydrolysis, the process was stopped. In contrast to 
 

Table 3 
Results of enzymatic hydrolysis of the substrates of oat hulls and miscanthus 

 

Таблица 3 
Результаты ферментативного гидролиза субстратов из шелухи овса и мискантуса 

 

Hydrolysate characteristics 
Stage 1 Stage 2 

32 h 72 h 32 h 
COH CM COH CM COH CM 

RS:       
concentration, g/L 37.0 35.0 42.2 41.8 41.8 41.7 
yield relative to the substrate mass, % 83.3 78.8 95.0 94.1 94.1 93.8 
yield relative to the content of hydrolysable components, % 87.0 84.0 99.6 99.3 98.7 99.1 

Glucose:       
concentration, g/L 30.0 27.9 40.3 39.0 33.0 34.7 
yield relative to substrate mass, % 67.5 62.8 90.7 87.8 74.3 78.1 
yield relative to cellulose content,% 72.1 67.7 96.9 94.6 79.3 84.1 
Pentose concentration, g/L – –   0.8   0.4   0.9   0.4 

Note. COH denotes a cellulose sample of oat hulls; CM is a miscanthus cellulose sample. 
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Fig. 2. Concentrations of reducing sugars (RS) and of glucose plotted against  
the time of enzymatic hydrolysis of the substrates of oat hulls  

and miscanthus in the fermenter (Stage 2) 
 

Рис. 2. Зависимость концентрации РВ и глюкозы от продолжительности  
ферментативного гидролиза субстратов из шелухи овса  

и мискантуса в ферментере (этап 2) 
 

the concentration of RS, the glucose concentration 
slowly increases throughout the process comprising 
19 and 33–35 g/L after 8 and 32 hours for both 
substrates, respectively. An increase in the dosage 
of enzyme preparations led to a significant increase 
in the rate of RS formation compared to glucose. 
This is probably due to an insufficient cellobiase 
content in the enzyme preparations used. 

The generalised results for the enzymatic hy-
drolysis of cellulose samples in an acetate buffer 
solution (Stage 1) and in an aqueous medium 
(Stage 2) presented in Table 3 include the interme-
diate results of Stage 1 after 32 hours. Comparison 
of the RS and glucose yield obtained in buffer and 
aqueous media after 32 h proves the predominant 
formation of RS in relation to glucose with 79–83 % 
and 94 % of RS and 63–68 % and 74–78 % of glu-
cose contained in the buffer solution and in the 
aqueous medium, respectively. Thus, an increase in 
the dosage of enzyme preparations at Stage 2 con-
tributed to an increase in the yield of RS and glucose 
from the substrate by 11–15 % and by 7–15 %,  
respectively. 

At Stage 2, the RS yield relative to the content 
of hydrolysable components (99%) indicates the 
complete hydrolysis of the accessible part of the 
substrates into the RS. In this case, the glucose 
yield relative to the cellulose content (79–84 %) 
demonstrates the incomplete conversion of cellu-
lose to glucose compared with the results of Stage 
1 after 72 hours (95–97 %). The glucose (79–83 %) 
and pentose (1–2 %) content in RS characterises 
aqueous hydrolysates as predominantly glucose-
based. 

To visualise the results of enzymatic hydrolysis, 
the substrates were studied by SEM before and after 
hydrolysis in the same way as in works [34, 35].  
Figure 3 contains SEM images of oat hull and mis- 
 

canthus cellulose samples, as well as unreacted 
residues following hydrolysis in a pilot fermenter. 

SEM results demonstrate the oat hull cellulose 
sample to consist of flat fibres having a hypertro-
phied surface of 2–5 μm thick, 20–0 μm wide and 
300–800 μm long (Fig. 3, a, b). The lamellar shape 
of the fibres is due to the morphology of the raw 
materials, since the oat hulls are represented by 
multilayer flakes of lignocellulose coating the grain. 
The miscanthus cellulose sample (Fig. 3, c, d) is 
composed by heterogeneous fibres of different 
length and width, associated with using the differ-
ent parts of the plant, i.e. stem and leaf. The unre-
acted residue after hydrolysis of an oat hull cellu-
lose sample (Fig. 3, e) involves porous particles 
with pore sizes up to 10 μm, including single fibres. 
In contrast, a disordered mixture of fibres (up to 
10 μm in diameter, up to 1000 μm in length) and 
irregularly shaped particles of 1–10 μm in size 
forms the residue after hydrolysis of a miscanthus 
cellulose sample (Fig. 3, f). According to the SEM 
results, small portions of the fibres remain at the 
end of the enzymatic hydrolysis, thereby confirm-
ing the effectiveness of the process with respect to 
the investigated substrates. Although the mass of 
unreacted residues following hydrolysis is very 
small due to the high degree of conversion of the 
substrates, further study of the composition and 
properties of the residues may be the subject of 
separate studies, as in the works of [35, 36]. 

As a result of hydrolysis of cellulose samples 
of oat hulls and miscanthus in a pilot fermen- 
ter, 8 L of aqueous glucose solutions having a 
concentration of 33 and 35 g/L, respectively, were 
obtained. Glucose solutions obtained in an aque-
ous medium are recommended for the prepara-
tion of culture media and the synthesis of valu- 
able metabolites. 
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Fig. 3. SEM images of cellulose samples from oat hulls (а, b)  
at zooms ×100 and miscanthus (с, d) at zooms ×1000 and of the unreacted residues  

after hydrolysis of oat hulls (е) and miscanthus (f) celluloses at zooms ×1000 
 

Рис. 3. Микрофотографии РЭМ образцов целлюлозы шелухи овса (а, b)  
при 100-кратном увеличении и мискантуса (с, d) при 1000-кратном увеличении  
и непрореагировавших остатков после гидролиза целлюлозы шелухи овса (е)  

и мискантуса (f) при 1000-кратном увеличении 
 

CONCLUSIONS 
The substrates of the oat hulls and miscanthus 
obtained by sequential treatment with dilute solu-
tions of nitric acid and sodium hydroxide were es-
tablished to be promising for the production of glu-
cose solutions. As a result of evaluating the enzy-
matic hydrolysis reactivity of the studied sub-
strates, the equal reactivity for two types of raw 
materials was established with the yield relative  
to the substrate mass comprising 94–95 and  
88–91 % after 72 hours of hydrolysis for RS and 
glucose, respectively. Hydrolysis of substrates in 
an 11 L pilot fermenter provides for obtaining 

aqueous hydrolysates with RS and glucose con-
centration of 42 and 33–35 g/L, corresponding to 
the RS and glucose yield relative to the substrate 
mass equal to 94 and 74–78 %, respectively. The 
glucose content of 79–83 %, as well as the pen-
tose amount of 1–2 % in RS, indicates the pre-
dominance of glucose in the composition of the 
obtained aqueous hydrolysates and appears to be 
essential for the synthesis of a number of metabo-
lites. The high efficiency of enzymatic hydrolysis is 
also confirmed by the SEM results for unreacted 
residues of cellulose samples following hydrolysis 
in the fermenter as compared to substrates. 
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Резюме: Открытие антибактериальных препаратов (АБП) в форме антибиотиков имеет почти 
100-летнюю историю. За это время были отмечены как расцвет их эффективности против  
многих патогенных бактерий, так и современный период возникновения к ним множественной 
лекарственной устойчивости (МЛУ). В данной обзорной работе проанализированы результаты 
исследований многих международных лабораторий, занимающихся разработкой как новых анти-
биотиков, так и других форм противобактериальных препаратов. Представлены современные 
подходы в области геномных, постгеномных и нанотехнологий, использование которых способ-
ствует созданию новых АБП. Благодаря этим технологиям уже получены первые результаты по 
использованию молекулярных пептидов, наночастиц в качестве АБП, литически действующих на 
мембрану бактерий. В последние годы в качестве АБП для борьбы с супербактериями вновь  
стали активно использоваться бактериофаги и их комбинации, получены данные об их способно-
сти лизировать патогены. Также проведен анализ результатов метаболомных исследований 
бактерий, на основе которых стало возможным создание чиповой конструкции – iChip, обеспечи-
вающей высокопроизводительное культивирование бактерий в их естественной среде обитания, 
предоставляя доступ к «некультивируемым» микроорганизмам. В ряде исследований также на 
основе методов метаболомики представлены результаты идентификации «некультивируемых» 
микроорганизмов прямо из метагеномов. Этот подход позволяет далее их клонировать  и  
экспрессировать в геномы протипированных бактерий. По мнению авторов,  это позволяет 
быстро отбирать новые молекулы для открытия антибиотиков.  Основным выводом данного  
обзора является необходимость исследований механизмов формирования у «супербактерий» как 
факторов МЛУ, так и их взаимодействия с клетками организма человека. В целом, учитывая об-
ширные научные изыскания по созданию новых AБП, будущее в борьбе с «супербактериями» вы-
глядит не столь угрожающим для человечества. 
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Abstract: The discovery of antibacterial preparations (ABP) in the form of antibiotics has an almost 100-year 
history. During this time, both the flourishing of their effectiveness against many pathogenic bacteria and the 
currently emergence of multidrug resistance (MDR) to them have been noted. This review analyses the results 
of studies conducted by many international laboratories involved in the development of both new antibiotics 
and other forms of antibacterial drugs. Contemporary approaches are presented in the field of nanotech- 
nology, genomic and postgenomic technologies with their application contributing to the creation of new ABPs. 
By virtue of these technologies, the first results have been obtained on the application of molecular peptides 
and nanoparticles in terms of ABPs, acting lytically on the bacterial membrane. In recent years, bacteriophage 
viruses and their combinations have again been actively used as ABPs to fight superbacteria, while data on 
their ability to lyse pathogens have been obtained. In addition, an analysis was provided of the results for bac-
teria metabolic studies provided for the creation of the iChip chip design for high-performance culturing of bac-
teria in their natural habitat, while opening the access to "uncultured" microorganisms. In a number of studies 
also based on metabolic methods, the results are presented for the identification of "uncultured" micro- 
organisms directly from the metagenomes. This approach allows them to be further cloned and expressed into 
the genomes of the prototyped bacteria. According to the authors, this allows for rapid selection of new mole-
cules for use as antibiotics. The main conclusion of this review consists in the necessity of studying the  
"superbacteria" formation mechanisms for both MDR factors and their interaction with the cells of the human 
body. In general, given the extensive scientific research on the creation of new ABPs, the future does not look 
so threatening to humanity in the fight against "superbacteria". 
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ВВЕДЕНИЕ 
Актуальность проблемы множественной 

лекарственной устойчивости бактерий к  
антибиотикам. В современном мире большую 
угрозу для здоровья людей несут инфекции, воз-
будителями которых являются бактерии с множе-
ственной лекарственной устойчивостью (МЛУ). 
Сегодня такие патогенные бактерии именуются 
«супербактериями» (в зарубежной научной лите-
ратуре – «superbugs»). [1–3]. Их огромная чис-
ленность, удивительная пластичность генетиче-

ского материала, а также способность обмени-
ваться генетической информацией между совер-
шенно разными видами открыли бактериям путь к 
бесконечной адаптации. Их количество и агрес-
сивность возрастают, что становится глобальной 
проблемой не только здравоохранения, но прак-
тически всех государственных секторов, всего 
общества [4–6]. Считается, что появление и рас-
пространение высокорезистентных к антибиоти-
кам бактерий спровоцировано интенсивным и 
длительным использованием и злоупотребле- 
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нием антибиотиками в человеческой, ветеринар-
ной медицине и сельском хозяйстве. Прогнозное 
математическое моделирование это подтвер-
ждает: уровень использования антибиотиков бак-
териями существенно влияет на рост уровня их 
резистентности [7, 8]. 

В связи с этим многие страны приняли 
национальные планы действий по проблеме 
устойчивости к противомикробным препаратам 
(УПП), которые в большей мере направлены на 
сокращение потребления антибиотиков на ду-
шу населения. Также в 2015 г. Всемирная орга-
низация здравоохранения (ВОЗ) приняла Гло-
бальный план действий по устойчивости к про-
тивомикробным препаратам, который был 
утвержден в ходе 71-й сессии Генеральной Ас-
самблеи Организации Объединенных Наций в 
2016 г.1, 2.

  
Весьма красноречивыми в оценке важно-

сти проблемы МЛУ являются результаты ана-
литического моделирования по критериям 
уровня потребления антибиотиков с течением 
времени и в разных странах. В этом исследо-
вании были проанализированы тенденции и 
факторы потребления антибиотиков в период с 
2000 по 2015 гг. в 76 странах, а также спрогно-
зировано общее глобальное потребление ан-
тибиотиков до 2030 г. [9]. В общем объеме по-
требление антибиотиков за этот период, выра-
женное в определенных суточных дозах (ОСД), 
увеличилось на 65 %. Наибольший вклад в 
увеличении ОСД внесли страны с низким и 
средним уровнем дохода, среди которых веду-
щими являются Индия (103 %), Китай (79 %) и 
Пакистан (65 %). Другая картина представлена 
в странах с высоким уровнем дохода (США, 
Франция, Италия), где при незначительном 
увеличении общего потребления антибиотиков 
ОСД снизился на 4 %. Особую обеспокоенность 
вызвало быстрое увеличение использования 
антибиотических соединений последней ин-
станции, таких как глицилциклины, оксазолиди-
ноны, карбапенемы и полимиксины. 

Другой, не менее важной проблемой в 
настоящее время в борьбе с супербактериями 
является резкое сокращение производства но-
вых антибиотических препаратов. Большинство 
классов антибиотиков, используемых сегодня, 
были выявлены в период с 1940-го по конец 
                                                           
1
 World Health Organization (2015). Global action 

plan on antimicrobial resistance. Available from: 
www.who.int/antimicrobial-resistance/publications/  
global-action-plan/en/ [Accessed 1th May 2017]. 
2
 United Nations (2016). Draft political declaration 

of the high-level meeting of the General Assem- 
bly on antimicrobial resistance. Available from:  
https://www.un.org/pga/71/wp-content/uploads/si- 
tes/40/2016/09/DGACM_GAEAD_ESCAB-AMR- 
Draft-Political-Declaration-1616108 E.pdf [Accessed 
27th June 2017]. 

1960-х  гг., который назвали «золотым веком 
антибиотиков». Тогда же распространилось мне- 
ние, что инфекционные заболевания вскоре 
станут контролируемой проблемой обществен-
ного здравоохранения и будут сведены к мини-
муму [10]. Однако эта эйфория вскоре оберну-
лась разочарованием, так как начиная с 1970-х гг. 
по настоящее время над человечеством навис-
ла угроза вновь вернуться в эпоху до антибио-
тиков: за этот период появились бактерии, ре-
зистентные сразу к нескольким химически не-
схожим антибиотикам, что во много раз обост-
рило ситуацию с лечением многих инфекцион-
ных заболеваний [11, 12]. Более того, за по-
следние 30 лет не удалось открыть никаких но-
вых классов антибиотиков, при этом спектр уже 
используемых антибиотиков сужается, что по-
вышает шансы бактерий выработать к ним 
устойчивость. Об этом свидетельствуют как 
общий временной понижающий тренд интереса 
фармацевтических компаний производить но-
вые формы антибиотиков, так и рост устойчи-
вости бактерий к используемым антибиотиче-
ским препаратам Уже почти 30 лет ничего не 
слышно о новых классах антибиотиков (рис. 1, а), 
а по мере увеличения количества бактерий с 
МЛУ падает интерес к поиску новых антибиоти-
ков, число вводимых в клиническую практику 
препаратов стремится к нулю (рис. 1, b) [13].  

Чтобы в еще большей степени осознать 
масштаб проблемы с супербактериями, стоит 
перечислить некоторые заболевания и стати-
стику по ним за последние годы. В настоящее 
время более 2 млн жителей Северной Америки 
ежегодно заболевают инфекциями, связанными 
с устойчивостью к антибиотикам, что приводит 
к 23 000 смертей [14]. Эта цифра в странах Ев-
ропы еще более значимая, где выявляется по-
чти 700 тысяч случаев инфекций, связанных с 
МЛУ бактериальных патогенов, которые непо-
средственно приводят к более чем 33 000 
смертельных случаев в год [15]. Несмотря на то 
что за период с 2000 по 2015 гг. использование 
антибиотиков человеком в среднем в мире уве-
личилось на 36 %, сегодня примерно 20 % 
смертей во всем мире связано именно с ин-
фекционными заболеваниями. Эта ситуация 
еще более усугубляется, поскольку внутри-
больничные инфекции стали основной причи-
ной заболеваемости и смертности, из них бо-
лее 15 % вызваны бактериальными патогенами 
с МЛУ [11]. По расчетам британских ученых, 
проведших исследования по устойчивости к 
противомикробным препаратам, от антибиоти-
корезистентности будет умирать больше лю-
дей, чем от онкологических заболеваний и диа-
бета вместе взятых [16]. В ряде масштабных 
исследований было показано, что при таком 
уровне развития МЛУ патогенных бактерий в 
мире ежегодная смертность к 2050 г. может 
достичь почти 10 млн человек (рис. 2). 

http://www.who.int/antimicrobial-resistance/publications/global-action-plan/en/
http://www.who.int/antimicrobial-resistance/publications/global-action-plan/en/
https://www.un.org/pga/71/wp-content


Ю.П. Джиоев, В.И. Злобин, В.П. Саловарова и др. Анализ проблемы «супербактерий»… 
Y.P. Dzhioev, V.I. Zlobin, V.P. Salovarova, et al. Analysis of the “superbacteria” issue… 

668 
 

ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 
 

  
 

 

 
a 

 
b 
 

Рис. 1. Рост бактериальной антибиотикорезистентности [13]: 
* – процент клинических изолятов, устойчивых к антибиотикам; 

MRSA – метициллин-резистентные Staphylococcus aureus; 
VRE – ванкомицин-резистентные Enterococcus; 

FQRP – фторхинолон-резистентные Pseudomonas aeruginosa 
 

Fig. 1. Development of bacterial antibiotic resistance [13]: 
* – percentage of clinical isolates resistant to antibiotics; 

MRSA – methicillin-resistant Staphylococcus aureus; 
VRE – vancomycin-resistant Enterococcus; 

FQRP – Fluoroquinolone-Resistant Pseudomonas aeruginosa 
 

 
 

Рис. 2. Мировая смертность, прогнозируемая к 2050 г. [16] 
 

Fig. 2. World mortality projected by 2050 [16] 
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Чтобы в еще большей степени осознать 
масштаб проблемы с супербактериями, стоит 
перечислить некоторые заболевания и стати-
стику по ним за последние годы. В настоящее 
время более 2 млн жителей Северной Амери- 
ки ежегодно заболевают инфекциями, связан-
ными с устойчивостью к антибиотикам, что при-
водит к 23 000 смертей [14]. Эта цифра в стра-
нах Европы еще более значимая, где выявля-
ется почти 700 тысяч случаев инфекций, свя-
занных с МЛУ бактериальных патогенов, кото-
рые непосредственно приводят к более чем 
33 000 смертельных случаев в год [15]. Не-
смотря на то что за период с 2000 по 2015 гг. 
использование антибиотиков человеком в  
среднем в мире увеличилось на 36 %, сегодня 
примерно 20 % смертей во всем мире связано 
именно с инфекционными заболеваниями. Эта 
ситуация еще более усугубляется, поскольку 
внутрибольничные инфекции стали основной 
причиной заболеваемости и смертности, из них 
более 15 % вызваны бактериальными патоге-
нами с МЛУ [11]. По расчетам британских уче-
ных, проведших исследования по устойчивости 
к противомикробным препаратам, от антибио-
тикорезистентности будет умирать больше лю-
дей, чем от онкологических заболеваний и диа-
бета вместе взятых [16]. В ряде масштабных 
исследований было показано, что при таком 
уровне развития МЛУ патогенных бактерий в 
мире ежегодная смертность к 2050 г. может 
достичь почти 10 млн человек (рис. 2). 

Для оценки степени вовлеченности пато-
генных бактерий в процесс формирования МЛУ 
американскими учеными было проведено спе-
циальное масштабное исследование по опре-
делению самых устойчивых среди них к ис-
пользуемым антибиотикам. В результате была 
выделена группа, представленная следующими 
бактериальными патогенами: Enterococcus fae- 
cium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneu-
moniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas 
aeruginosa и Enterobacter spp. – ESKAPE (по 
первым буквам их названий) [17]. Данные су-
пербактерии способны образовывать биоплен-
ки, которые физически предотвращают дей-
ствие клеток иммунного ответа «хозяина», а 
также антибиотиков [18]. 

В 2016 г. ВОЗ опубликовала список устой-
чивых к действию антибиотиков «приоритетных 
патогенов» – 12 видов бактерий, представляю-
щих наибольшую угрозу для здоровья челове- 
ка [19]. Включенные в список ВОЗ бактерии, 
куда вошли все патогены ESKAPE, разделены 
на три группы по степени устойчивости и уров-
ню потребности в создании новых антибиоти-
ков: крайне приоритетные, высокоприоритет-
ные и среднеприоритетные (или иначе крити-
ческий, высокий и средний уровень опасности 
соответственно). Например, такие патогены, 
как Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeru-

ginosa, Enterobacteriaceae, имеющие устойчи-
вость к действию широкого ряда антибиотиков, 
в том числе к карбапенемам и цефалоспоринам 
третьего поколения (наиболее эффективные из 
имеющихся антибиотиков для лечения бакте-
риальных инфекций), вошли в первую группу. В 
группу с высоким приоритетом включены пато-
гены, устойчивые: к ванкомицину – Entero- 
coccus faecium (VRE), Staphylococcus aureus 
(VRSA); метициллину – также Staphylococcus 
aureus (MRSA). Опасность среднего уровня 
(приоритет 3-го порядка) представляют собой 
Streptococcus pneumoniae, невосприимчивые к 
пенициллину, Haemophilus influenzae, устойчи-
вые к ампициллину, и другие. 

Таким образом, очевидно, что растущая 
устойчивость патогенов к антибиотикам оказы-
вает масштабное влияние на жизнедеятель-
ность человека: арсенал методов лечения 
большого числа инфекций стремительно исто-
щается, что связано с высоким риском смерт-
ности населения. В то же время поиск альтер-
нативных способов приводит к увеличению 
расходов на здравоохранение, в том числе 
разработку новых антибиотиков [20]. Однако 
полагаться в решении этого вопроса только на 
рыночные механизмы нельзя, иначе столь нуж-
ные сегодня новые антибиотики появятся 
слишком поздно. Эксперты ВОЗ подчеркивают, 
что необходимо наращивать темпы разработки 
новых лекарственных средств вне зависимости 
от требований рынка, иначе существующие  
антибиотики могут перестать справляться с 
заболеваниями, вызываемыми супербактерия-
ми. По их мнению, публикация списка подтолк-
нет правительства стран к принятию стратегий 
по стимулированию фундаментальных иссле-
дований и передовых разработок в области  
создания новых антибиотиков за счет инвести-
ций со стороны как организаций с государ-
ственным финансированием, так и частного 
сектора. 

Современные биотехнологии, направлен-
ные на решение проблемы cупербактерий. 
Угрожающая тенденция формирования новых 
вариантов супербактерий требует срочного по-
иска и создания новых антибактериальных 
препаратов с характеристиками, превосходя-
щими предыдущие. И здесь выявляются две 
проблемы: с одной стороны, в большинстве 
исследований по-прежнему акцент делается на 
антибиотики, синтезируемые различными ви-
дами бактерий, с другой – крупные фармацев-
тические и биотехнологические компании сего-
дня с неохотой вкладывают средства в созда-
ние новых классов антибиотиков, потому что 
этот рынок стал рискованным и экономически 
относительно невыгодным. Эта ситуация сло-
жилась, во-первых, из-за того, что ввиду высо-
кой стоимости производство антибиотиков ста-
ло менее выгодным (чем лекарств других тера- 
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певтических категорий), поскольку националь-
ные программы ограничивают их продажи из-за 
МЛУ супербактерий. Во-вторых, чтобы найти, 
разработать и выпустить на рынок новые анти-
биотики, особенно против грамотрицательных 
бактерий, требуются значительные капитало-
вложения и технические инновации. Кроме то-
го, для проведения доклинических и клиниче-
ских испытаний новых антибиотиков необходи-
мы и большие временные затраты. В результа-
те общее количество новых единиц ежегодно 
утверждаемых антибактериальных препаратов 
медленно снижается в течение последних двух 
десятилетий [21]. Как видим, с каждым годом 
эти две взаимосвязанные проблемы – расши-
рение класса МЛУ бактерий и снижение раз- 
работки новых антибиотических препаратов, 
все более усугубляются. Поэтому крайне важ- 
но найти альтернативные способы лечения 
инфекций, особенно вызванных патогенами 
ESKAPE. 

Синтетические аналоги антибиотиков – 
наноантибиотики. По названным выше причи-
нам многие фармацевтические компании стали 
вкладывать больше финансовых средств в раз- 
работку противоинфекционных лекарств не- 
бактериальной природы, то есть других тера-
певтических категорий. Так, сегодня уже синте-
зируются различные варианты пептидомимети-
ков и полиаминовых соединений с клеточной 
селективностью и сильной антибактериальной 
активностью против MRSA. За счет использо-
вания геномных и пептидных библиотек бакте-
рий был проведен анализ и скрининг гидро-
фобных пептидов с оценкой их антибактери-
ального действия на патогены группы ESKAPE. 
Также стали проводиться исследования по  
созданию синтетических препаратов на осно- 
ве наночастиц, и они рассматриваются как  
многообещающий способ преодоления тера- 
певтических проблем инфекций, вызванных 
S. aureus [22]. В этом направлении значимыми 
являются разработки китайских ученых по со-
зданию мультиантигенной нанотоксоидной вак-
цины на основе наночастиц, покрытых мембра-
нами макрофагов, адаптированных для созда-
ния мощного иммунитета против патогенных 
Pseudomonas aeruginosa [23]. В качестве пря-
мого и селективного ингибитора S. aureus пред-
лагается использовать металлоорганическое 
соединение иридия(III), который по результа-
там экспериментальных исследований показал 
мощное бактерицидное действие [24]. Однако 
большинство разрабатываемых синтетических 
антибиотиков пока имеет ограниченное приме-
нение для неосложненных инфекций, или их 
используют в качестве экономической альтер-
нативы в развивающихся странах. Но несмотря 
на эти ограничения, уже сформировался класс 
синтетических аналогов антибиотиков, которые 
стали входить в практику лечения амбулатор-

ных пациентов. Так, например, хинолоны в 
настоящее время являются третьим наиболее 
назначаемым антибиотиком для амбулаторных 
пациентов после макролидов и бета-лактамов, 
их антимикробный эффект прослеживается в 
образовании комплекса ДНК-гираза-хинолон-
ДНК, который препятствует репликации и вы-
зывает гибель как грамм-положительных, так и 
грамм-отрицательные бактерий [25]. Другой 
основной класс аналогов антибиотиков – мак-
ролиды, получают путем полусинтеза из эрит-
ромицина, который может включать как про-
стые соединения (азитромицина), так и более 
сложные модификации (типа солитромицина). 
В перспективе можно разработать более 300 
макролидов, что отражает важность этой син-
тетической платформы не только для облегче-
ния синтеза, но и для увеличения разнообразия 
доступных антибиотиков [26]. 

Вклад геномики в создание новых анти-
бактериальных препаратов. 

Как уже было показано, после успеха золо-
того века антибиотиков наступил период, когда 
частота создания новых антибиотиков снизи-
лась, но резко возросло количество бактерий с 
МЛУ. Потребность в стратегии создания новых 
классов антибиотических препаратов связана с 
эпохой геномики, когда была пересмотрена 
классическая парадигма поиска и разработки 
антибиотиков и сформированы новые высоко-
технологичные платформы. Так, за период 
ранней геномики (1995–2004 гг.) и постгеномики 
(2004–2014 гг.) общее количество секвениро-
ванных микробных геномов увеличилось до 
30 000 [27]. В этом контексте первая возникшая 
платформа была основана на сравнительной 
геномике, где новые мишени факторов анти-
биотикоустойчивости были идентифицированы 
из компьютерных баз расшифрованных гено-
мов. Эти мишени могут также участвовать в 
механизмах формирования патогенности бак-
терий. Кроме того, через сравнение этих гено-
мов с геномами «хозяина» можно изначально 
отклонить мишени, которые не являются исклю- 
чительными для патогена. Здесь также можно 
оценивать и прогнозировать механизмы взаимо- 
действия между лекарством и «хозяином», что 
может приводить к меньшему количеству тера-
певтических побочных эффектов при лечении. 

Но и в этой области сегодня есть ряд огра-
ничений. Хотя скрининг на основе мишеней 
подходит для обнаружения сильных ингибито-
ров указанных мишеней в геномах бактерий, 
все же здесь возникают проблемы, связанные с 
неспособностью лекарств достичь своей мише-
ни из-за низкой проницаемости ими бактери-
альных мембран. В физиологическом отноше-
нии бактериальная клеточная стенка является 
очень эффективным барьером против боль-
шинства низкомолекулярных лекарств. Данные 
подходы отбора пока также несовершенны, по- 
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тому что не все мишени можно клонировать, 
очищать и включать в анализы скрининга in vitro. 
Кроме того, мишени из одного гена склонны к 
одиночным точечным мутациям, придающим 
устойчивость бактериям, при этом с большей 
вероятностью отбираются устойчивые мутан- 
ты [28]. Однако генетическое разнообразие еще 
больше усложняет скрининг на уровне отбора 
модельных организмов. В конечном счете при-
ходится считать, что открытие антибиотиков 
остается сложной задачей, которую невозможно 
решить с помощью исключительно целевого 
подхода методами геномики. Тем не менее  
использование методов и подходов геномики 
вызвало стремление на более фундаменталь-
ном уровне понять физиологическую и генети-
ческую природу бактерий, что будет иметь 
несомненные положительные последствия в 
развитии антимикробной терапии [29]. 

Роль постгеномных технологий в разра-
ботке новых антибиотиков. Транскриптом-
ные, протеомные и липидомные технологии. 
Сегодня постгеномные технологи позволяют 
извлекать, обрабатывать и интерпретировать 
генетическую информацию бактерий из гораздо 
более высокого уровня их конструкции, таких 
как транскрипты (т.е. транскриптомика), белки 
(протеомика), липиды (липидомика) и т.д. Эти 
постгеномные технологические направления 
сформировали общую парадигму исследований 
в области живой материи, которую назвали 
омикс-технологиями. Сегодня влияние омикс- 
технологий в области обнаружения антибиоти-
ков неоспоримы при определении новых целей 
и предоставлении информации о метаболизме 
и физиологии бактерий. Учитывая важность 
скрининга на платформах обнаружения анти-
биотиков, которые обсуждались до сих пор, эта 
парадигма должна стать основой будущих 
платформ. Однако сегодня ни транскриптоми-
ка, ни протеомика, ни липидомика еще не до-
стигли высокопропускной способности скринин-
говых анализов на клеточном уровне, но они 
уже позволяют лучше понять механизм функ-
ционировании биомолекул при действии лекар-
ственных средств на бактерию. Пока техноло-
гии оценки экспрессии генома распространя- 
ются на уровне транскрипта белков на биоло-
гические события в клетках популяции бакте-
рий. Важно отметить, что применение омикс-
технологии дает новую информацию о функциях 
различных генов как по отдельности, так и  
в комбинациях. Это приводит к обновлению  
существующих аннотаций и улучшению пони-
мания метаболизма и физиологии бактерий на 
действие внешних факторов среды их обита-
ния. Поскольку белки взаимодействуют с раз-
личными биомолекулами, включая ДНК и липи-
ды, то уже разрабатываются специальные ме-
тоды для исследования указанных взаимодей-
ствий на уровне метаболических процессов [30]. 

От метаболомики к разработке новых 
биотехнологий для антибиотикотерапии. 
Успехи в области метаболомики также дали 
новые и более глубокие знания о биологичес- 
кой реальности в процессах регуляции микроб-
ного метаболизма на основе использования 
аналитических методов, таких как хроматогра-
фические и ЯМР-методы. Поскольку реакция 
бактерий на антибиотики начинается быстро и 
охватывает множество путей, метаболомика 
хорошо подходит для выяснения их особого 
режима действия. Кроме того, можно сконстру-
ировать метаболические сети, которые агреги-
руют каталитическую активность (то есть фер-
менты) наряду с их кодированием и экспрес- 
сией (то есть генами и их транскрипционным и 
трансляционным контролем). На сегодняшний 
день описано уже более 50 метаболических 
сетей различных организмов, что привело к 
появлению новых подходов к обнаружению  
антимикробных мишеней [31]. На их основе 
стало возможным создание чиповой конст- 
рукции – iChip, которая позволяет обеспечивать 
высокопроизводительное культивирование ви-
дов бактерий в их естественной среде обита-
ния, тем самым предоставляя доступ к «некуль- 
тивируемым» микроорганизмам. Так, например, 
iChip использовался для сбора экстрактов из 
10000 изолятов, из которых было показано, что 
новый вид бета-протеобактерий из нового рода, 
родственного Aquabacteria, продуцирует анти-
биотик, называемый тейксобактин, являющийся 
ингибитором синтеза пептидогликана. Тейксо-
бактин в основном активен в отношении грам-
положительных патогенов, а его бактерицидная 
активность даже превосходит активность ван-
комицина, при этом признаки механизмов 
устойчивости к нему пока отсутствуют [32]. Так-
же методы метаболомики позволяют исполь- 
зовать другой подход, идентифицируя «некуль-
тивируемые» микроорганизмы прямо из мета-
геномов, которые затем могут быть клонирова-
ны и экспрессированы в геномы протипирован-
ных бактерий. Это позволяет избежать как  
этапа культивирования in situ и идентификации 
на iChip, так и задач по расшифровке условий, 
необходимых для роста бактерий, что позволяет 
быстро отбирать новые молекулы для открытия 
антибиотиков [33]. 

Еще одна сфера получения новой инфор-
мации за счет метаболомных технологий се- 
годня развивается активно – исследование ме-
ханизмов взаимодействия антибиотиков с че-
ловеческим микробиомом позволило выявить 
генные кластеры с антибиотическим потенциа-
лом. Это хорошо иллюстрируется на примере, 
где колонизация Staphylococcus lugdunensis 
ингибирует присутствие штаммов S. aureus, 
предотвращая тем самым оппортунистические 
инфекции этого патогена. Этот эффект был 
связан с продукцией антибиотика lugdunin, ко- 
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торый относится к новому классу макроцикли-
ческих тиазолидиновых пептидов. Он продуци-
руется S. lugdunensis и обладает бактерицидной 
активностью в отношении основных ESKAPE 
патогенов и, что важно, представляет снижен-
ный риск развития у них резистентности [34]. 

Как видим, технологии, внедренные в эпо-
ху посгеномики и метаболомики, внесли свой 
значимый вклад в исследования по поиску и 
разработке новых типов антибиотиков. Они в 
значительной степени основывались на новых 
постгеномных технологиях, позволивших соз- 
дать такие инновационные конструкции, как 
iChip. Хотя большинство новых антибиотиков в 
поздней клинической разработке все-таки отно-
сятся к существующим классам, однако, пара-
дигма сочетания скрининга на основе генных 
мишеней и клеток дает новые возможности для 
разработки усовершенствованных антибиоти-
ков. Дополнительные возможности могут также 
возникнуть при пересмотре антибиотических 
соединений, разработка которых была прекра-
щена на ранних стадиях. Примером тому явля-
ется создание базы данных антибактериальных 
соединений – AntibioticDB (AntibioticDB.com), 
где представлены результаты исследований 
антибактериальных препаратов на всех этапах 
разработки, включая те, разработка которых 
была прекращена из-за проблем, возникших 
при клинических испытаниях. В этом случае 
исследование даптомицина, проявляющего 
бактерицидную активность против грамположи-
тельных микроорганизмов, является хорошим 
примером того, как соединение можно восста-
новить спустя почти 20 лет после отказа от  
него. Сегодня этот антибиотик стал «финансо-
во более успешным» на внутреннем рынке  
антибиотических препаратов [35]. 

Фаготерапия и ее возможности против 
супербактерий. Как выше было показано,  
альтернативные методы лечения, которые в 
настоящее время используются в медицинской 
практике или находятся на стадии испытаний, 
включают использование новых модификаций 
антибиотиков, их комбинации или сочетания с 
адъювантами, а также разные варианты анти-
микробных пептидов, антибактериальных анти-
тел и наночастиц, которые применяются в  
качестве новых антибактериальных агентов.  
Однако бактерии группы ESKAPE имеют тен-
денцию становиться устойчивыми ко всем при-
веденным вариантам антибиотических препа-
ратов благодаря не только естественному от-
бору МЛУ бактерий, но и горизонтальному пе-
реносу генов в другие чувствительные штаммы. 
Это требует постоянного мониторингового те-
стирования все новых комбинаций, результа-
том которого является бесконечный цикл этих 
исследований. Таким образом, можно сделать 
вывод, что антибиотики в комбинации или в 
новых структурно-функциональных модифика-

циях не всегда могут быть эффективными,  
поэтому существует необходимость в обшир-
ных исследованиях альтернативных стратегий. 
Так, новой альтернативной стратегией в борьбе 
с бактериями с МЛУ вновь могут стать давно 
забытые бактериофаги (фаги – терапевтичес- 
кие агенты, ранее широко использовавшиеся 
для лечения бактериальных инфекций). В эпоху 
золотого века антибиотиков фаготерапия усту-
пила им первенство. Но сегодня, после того, 
как резко возросла устойчивость к противомик-
робным препаратам, интерес к фаговой те- 
рапии вновь возрождается. Бактериофаги,  
используемые для терапии, имеют много пре-
имуществ: высокая специфичность к «хозяину», 
низкие дозы для лечения, быстрое размноже-
ние внутри «бактерий-хозяев». В отличие от 
антибиотиков преимущество использования 
фагов состоит в том, что они развивают новую 
инфекционность в бактериальных клетках и 
могут приобретать превосходство над ними, 
поскольку скорость мутации у них намного вы-
ше, чем у «хозяев», и в то же время они мути-
руют вместе со своими хозяевами [36]. Ряд ис-
следований последних лет по применению тех-
нологии фаготипирования, проведенных in vitro, 
доказал эффективность использования бакте-
риофагов в качестве антибактериальных аген-
тов против биопленочных и планктонных клеток 
ESKAPE [37]. 

Комбинации фагов, действующих против 
различных видов бактерий или штаммов,  
являются достаточно действенным способом 
их подавления [38]. Сегодня в медицинской 
практике активно используются фаговые кок-
тейли. Международные эксперты считают, что 
идеальный фаговый коктейль должен быть при-
готовлен с использованием фагов, принадле-
жащих к разным семействам или группам, 
имеющим широким спектр «хозяев», большую 
адсорбционную способность к высоко-консер- 
вативным структурам клеточной стенки у бак-
терий. Использование таких фаговых смесей 
может уменьшить появление бактериальной 
популяции, устойчивой к отдельным фагам [39]. 

Важную лепту в эту сферу вносит геномная 
характеристика фагов, которая позволяет 
предсказать их «безопасность» при терапевти-
ческом применении. Недавно в этой области 
предложен рабочий алгоритм отбора фагов-
кандидатов, в котором основные контрольные 
точки геномного анализа детализированы для 
получения высококачественных фагов, исклю-
чая нежелательных кандидатов и тщательно 
оценивая геном фага на безопасность и загряз-
нение его последовательностей. Этот алгоритм 
разработан в соответствии со стандартами вы-
сокопроизводительного и качественного секве-
нирования вирусных геномов и апробирован на 
двух новых фагах, отвечающих всем критериям 
безопасности, которые и были представлены  
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для рассмотрения в качестве новых кандидатов 
антибактериальных препаратов [40]. Для даль-
нейшего преодоления существующих ограни-
чений в использовании фагов для терапии так-
же было предложено комбинировать их с анти-
биотиками. При данной комбинации синергети-
ческое действие либо фага, либо антибиотика, 
или обоих вместе, проявляется более эффек-
тивно. Такое сочетание было апробировано на 
разрушении бактериальных биопленок, образу-
емых штаммами супербактерий S. aureus и 
P. aeruginosa, был показан эффект их действия, 
во много раз снижающий проявление факто- 
ров устойчивости. Так, сочетание фага PEV20 и 
антибиотика ципрофлоксацина проявило синер-
гетический эффект in vitro против P. Aerugino- 
sa [41]. В другом исследовании с использова-
нием фага OMKO1 на штаммы P. aeruginosa 
было показано изменение механизма устойчи-
вости к нему бактерий, что в конечном итоге 
повысило их чувствительность к антибиотикам. 
Точно так же было исследовано синергетичес- 
кое действие фагов и антибиотиков на поверх-
ностные рецепторы ряда супербактерий, кото-
рое показало снижение уровня их вирулентно-
сти. Показательным является сочетанное дей-
ствие фага OMKO1 с цефтазидимом на успеш-
ное лечение вызванных P. aeruginosa осложне-
ний у пациента, перенесшего операцию по за-
мене дуги аорты [42]. Как видим, комбинирова-
ние создает достаточно беспроигрышную ситу-
ацию, при которой уничтожение бактерий про-
исходит либо при воздействии на них фагов, 
либо антибиотиков. Но здесь еще многое надо 
исследовать, так как предлагаемый подход 
комбинированной терапии еще находится в  
состоянии незрелости, поскольку механизмы, 
участвующие в синергизме, до конца не изуче-
ны, а данные, полученные на моделях in vivo, 
недостаточны. Чтобы результаты были более 
убедительными, необходимы дальнейшие ши-
рокие исследования.  

Антимикробные пептиды в терапии 
инфекционных заболеваний. Для борьбы с  
патогенами группы ESKAPE активно разраба-
тывается еще один перспективный подход – 
применение антимикробных пептидов (АМП), 
представляющих собой короткие положительно 
заряженные защитные олигопептиды «хозяи-
на», продуцируемые всеми живыми организма-
ми. Они проявляют широкий спектр активности 
против многих патогенных микроорганизмов с 
МЛУ, взаимодействуя с бактериальной клеточ-
ной мембраной и тем самым вызывая лизис 
бактериальных клеток. Кроме того, в отличие от 
обычных антибиотиков, АМП физически по- 
вреждают бактериальную клетку посредством 
электростатических взаимодействий, что затруд- 
няет развитие у бактерий устойчивости к анти-
биотикам [43]. Учитывая критический статус 
патогенов группы ESKAPE, было предпринято 

несколько попыток найти эффективные тера-
певтические препараты на основе АМП. На се-
годня существует множество природных, а так-
же биоинженерных AMП, которые проявляют 
in vitro антимикробные, антибиопленочные, 
противовоспалительные и ранозаживляющие 
способности с минимальной цитотоксичностью 
для организма хозяев [44]. Так, например,  
гистатин 5, природный катионный пептид слю-
ны человека, проявляет сильную антибиопле-
ночную активность in vitro, а также мощную бак-
терицидную активность (≥70 %) против бакте-
рий группы ESKAPE [45]. Аналогичным образом 
катионный пептид WLBU-2 и естественный 
АМП LL-37 продемонстрировали 90 %-ое инги-
бирование биопленки по сравнению с такими 
антибиотиками, как тобрамицин, ципрофлокса-
цин, цефтазидят и ванкомицин [46]. В 2017 г. 
было проведено исследование с человечески-
ми рекомбинантными пептидами, полученными 
из ApoB, оба пептида продемонстрировали 
эффективное в экспериментах in vitro заживле-
ние ран, противовоспалительные, антимикроб-
ные и антибиопленочные свойства против 
штаммов S. aureus и P. aeruginosa [47]. Еще 
один пептид – HLR1r, производное белка чело-
веческого молока лактоферрина, в очень низ-
кой концентрации (5 мг/кг) проявляет антиин-
фекционную активность в отношении модели 
иссечения раны, инфицированной MRSA, у 
крыс. Пептид PT-13, полученный из семян и 
листьев неочищенного экстракта Populus tricho- 
carpa, также продемонстрировал эффективную 
антибактериальную активность in vivo у зара-
женных S. aureus личинок G. Mellonella [48]. В 
другом случае синтетический аналог Feleucin-K3 
показал, что он подавляет вызванную P. Aerugi- 
nosa бактериемию на мышиной модели с хо-
рошей стабильностью и очень низкой цитоток-
сичностью [49]. Кроме того, эффективность 
пептидов может быть повышена путем объеди-
нения их с антибиотиками. Так был показан  
синергетический эффект при сочетании пепти-
да A3-APO и антибиотика колистина при иссле-
довании на модели мышей с бактериемией, 
инфицированных K. pneumonia [50]. Повышен-
ная in vitro бактерицидная активность против 
S. aureus была обнаружена в случае, когда  
LL-37 (человеческий пептид кателицидин) на- 
ходился в соединении с наночастицами золота. 
В этом случае наночастицы золота увеличива-
ли локальную плотность положительных заря-
дов и массу пептида и тем самым усиливали 
бактерицидные свойства LL-37 [51]. К сожале-
нию, несмотря на успешную антибактериаль-
ную эффективность in vitro и in vivo, многие 
AMП еще не прошли стадию клинических испы-
таний. Среди проблем, которые препятствуют 
эффективному использованию AMP in vivo – их 
цитотоксичность для клеток млекопитающих, 
склонность к деградации тканевыми протеаза- 
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ми, потеря активности при низких концентраци-
ях соли или в присутствии белков плазмы и  
более высокие производственные затраты при 
получении. Для преодоления трудностей в раз-
работке безопасного, стабильного и эффектив-
ного коммерческого продукта АМП необходи- 
мо более глубокое понимание их структуры и 
взаимодействия с бактериями и клетками орга-
низма человека. В целом, учитывая обширные 
исследования, проводимые на различных AMП 
против разных инфекционных агентов, будущее 
коммерческих рецептур на основе пептидов 
выглядит обнадеживающим. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Антибиотикотерапия, когда-то считавшаяся 

решенной проблемой здравоохранения при ле-
чении инфекционных заболеваний, вновь стала 
глобальной проблемой, требующей неотлож-
ных действий. Период разработки и использо-
вания в медицинской практике антибиотиков 
охватывает почти 100-лет с момента открытия 
их первых аналогов в начале XX в. до совре-
менных антибактериальных препаратов. В этот 
промежуток времени вписались как эпоха три-
умфа антибиотиков, так и последующая эра 
угрожающего роста бактерий с МЛУ. Возникно-
вение класса супербактерий стало мощным 
стимулом для поиска новых направлений и 
подходов в борьбе с патогенами с МЛУ. Сфор-
мировались научные платформы, которые се-
годня вносят существенный вклад в открытие 
новых классов антибиотиков. Особенно значи-
мыми стали исследования по использованию 
геномных и постгеномных технологий, на базе 
которых сформировались омикс-технологии. 
Хотя некоторые авторы и считают, что платфор- 
мы эпохи геномики и постгеномики не дали 
ожидаемых результатов в создании новых  
антибиотиков, важность извлеченных уроков 
все-таки не следует преуменьшать. Значитель-
ные технологические достижения с использо-
ванием постгеномных и омикс-технологий пре- 
доставили исследователям беспрецедентный 
доступ к биологическим процессам как в клет-
ках, так и фагах и изменили парадигму иссле-
дования антибиотиков в контексте систем- 
ной биологии и медицины. Несмотря на то что 
омические технологии не лежат в основе каких-
либо антибактериальных препаратов, они дока-
зали свою бесспорную ценность в качестве 
вспомогательного инструмента для обнаруже-
ния антибиотиков. Учитывая новизну различ-

ных омикс- технологий, нам еще предстоит 
полностью раскрыть их потенциал, представ-
ляется, что эти технологии имеют большую 
перспективу.  

Важным является то, что многие ученые и 
медики вновь увидели в фагах альтернативу 
антибиотикам. Если на сегодняшний день мы 
имеем целый класс бактерий с МЛУ, то фаги 
благодаря механизмам коэволюции с бакте- 
риями никогда не утратят своей актуальности. 
За 100 лет они были детально изучены, приз- 
наны безопасными и стали незаменимым  
инструментом в генетике и биоинженерии, са-
нитарной микробиологии и эпидемиологии, 
промышленности, медицине и даже в космиче-
ской сфере (бактерии с профагом используют 
для оценки защиты обшивки космических  
кораблей от радиации). Большие исследова-
тельские усилия были предприняты и предпри-
нимаются для повышения эффективности  
использования как комбинаций антибиотиков с 
адъювантами, фагами, наночастицами, анти-
микробными пептидами, так и их поливариант-
ных форм. Однако при разработке новых меди-
цинских препаратов остаются достаточно серь-
езные ограничения в использовании их в каче-
стве лекарств. Понимание же природы этих 
ограничений в сфере создания антибиотиков 
дает импульс к дальнейшей разработке, моди-
фикации новых терапевтических агентов или 
методов лечения для преодоления барьеров 
бактериальной резистентности. Создание еди-
ной методологии исследований для проверки 
эффективности тех или иных терапевтических 
противомикробных агентов в соответствии с 
четко определенными стандартами позволят 
надежно сравнивать полученные данные, 
представленные различными исследователь-
скими группами. Проведенные на этой базе 
клинические испытания позволяют раскрыть 
реальный потенциал их терапевтических  
эффектов при использовании в клинической 
практике. В любом случае растущая потреб-
ность в противобактериальных препаратах 
требует неустанных и непрерывных исследова-
ний по поиску и открытию новых биологических 
и химических соединений, а также их высокос-
пецифичных сочетаний, адаптированных для 
борьбы с супербактериями. Это расширит наши 
знания о биологических событиях, лежащих в 
основе инфекционных заболеваний, и, можно 
надеяться, приведет к созданию более эффек-
тивных терапевтических средств. 
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Резюме: Конверсия бытовых и производственных отходов, содержащих лигноцеллюлозу, в раз-
нообразные целевые продукты (источники биоэнергии, органические кислоты, сахарозамени-
тели и т.д.) является одним из приоритетных направлений государственной экологической по-
литики Российской Федерации. Однако рентабельность переработки субстратов, полученных 
в ходе гидролиза таких вторичных источников сырья, определяется возможностью микробио-
логической утилизации не только гексоз (D-глюкоза, D-манноза, D-галактоза), но и пентоз  
(D-ксилоза, L-арабиноза). Цель настоящего обзора – обсуждение перспектив использования мик-
роорганизмов для утилизации пентоз лигноцеллюлозы, а также проблем, возникающих на пути 
технологической реализации этого процесса. В обзоре приведены современные данные о спек-
тре про- и эукариотических микроорганизмов, обеспечивающих деструкцию лигноцеллюлозы и 
утилизацию ее структурных компонентов в природных экосистемах. Представлена краткая 
характеристика механизма действия ферментов лигниназного, целлюлазного и гемицеллюлаз-
ного комплексов. Выделены основные проблемы, сдерживающие применение энзиматического 
гидролиза многокомпонентных бытовых и промышленных отходов лигноцеллюлозы. Рассмот-
рены факторы, определяющие селективность катаболизма пентоз у мицелиальных грибов, 
бактерий и дрожжей. Определен спектр целевых продуктов биоконверсии пентоз лигноцеллю-
лозы, имеющих народно-хозяйственную значимость. Обсуждаются способы комплексной микро-
биологической утилизации разнообразных бытовых и сельскохозяйственных отходов, а также 
возможность вовлечения в данный процесс побочных продуктов промышленной деструкции дре-
весины (кислотных гидролизатов и сульфитных щелоков). 
 
Ключевые слова: отходы лигноцеллюлозы, D-ксилоза, L-арабиноза, биоконверсия, грибы, бактерии 
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Abstract: The conversion of household and industrial wastes containing lignocellulose into a variety of target 
products (bioenergy sources, organic acids, sweeteners, etc.) involves one of the priority directions for the 
state environmental policy of the Russian Federation. However, the profitability of processing the substrates 
obtained by hydrolysis of such secondary sources of raw materials is determined by the possibility of micro-
biological utilisation for not only hexoses (D-glucose, D-mannose, D-galactose), but also pentose (D-xylose,  
L-arabinose). The aim of this review consists in a discussion of the prospects for using microorganisms in the 
disposal of lignocellulose pentoses, along with problems arising in the course of the technological implementa-
tion of this process. The review provides contemporary data on the spectrum of pro- and eukaryotic microor-
ganisms ensuring the destruction of lignocellulose and the utilisation of its structural components in natural 
ecosystems. A brief description of action mechanism inherited to the enzymes of ligninase, cellulase and  
hemicellulase complexes is presented. The main problems hindering the enzymatic hydrolysis application to 
multicomponent household and industrial lignocellulose wastes are identified. The factors determining the se-
lectivity of pentosis catabolism in mycelial fungi, bacteria and yeast are examined. The spectrum of target 
products in bioconversion of lignocellulose pentoses, is determined with regard of their economic importance. 
The methods of complex microbiological utilisation of various household and agricultural wastes, as well as 
the possibility of involving by-products from industrial destruction of wood (acid hydrolysates and sulphite  
liquors) in this process, are discussed. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Проблема утилизации бытовых и промыш-

ленных отходов в России год от года обостряет-
ся [1]. Значительная часть отходов (бытовых, 
сельскохозяйственных, предприятий лесопере-
рабатывающего комплекса) содержит лигноцел-
люлозу – сложную смесь углеводородных поли-
меров (целлюлозы, гемицеллюлозы), а также 
лигнина, экстрактивных веществ и зольных эле-
ментов, чрезвычайно устойчивую к биодеграда-
ции [1–4]. Их традиционное сжигание чревато 
негативными экологическими последствиями из-
за «парникового эффекта», обусловленного за-
грязнением биосферы СО2 и выделением до-
полнительного количества тепла [5]. Благодаря 
Федеральному закону РФ от 24.06.1998 N 89-ФЗ 

(ред. от 29.07.2018) «Об отходах производства и 
потребления» раздельный сбор мусора стал 
одним из приоритетных направлений государ-
ственной экологической политики России, что 
открывает широкие перспективы для вовлече-
ния разнообразных лигноцеллюлозосодержа-
щих отходов в промышленный оборот. 

Одним из хорошо известных способов пе-
реработки данного сырья считают микробио- 
логическую утилизацию, наглядным примером 
которой является технология получения биога- 
за [6]. Наряду с этим предлагаются новые ме- 
тоды конверсии отходов лигноцеллюлозы до 
гексозо-пентозных субстратов, пригодных для  
выращивания микроорганизмов-продуцентов не 
только возобновляемых источников энергии, а  
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также других, не менее ценных народно-хозяйст- 
венных продуктов [7–9]. Пентозы (D-ксилоза,  
L-арабиноза) в составе таких субстратов могут 
составлять до 92 % от общего количества саха-
ров [4]. Поэтому эффективная биоконверсия 
пентоз становится главным фактором, опреде-
ляющим возможность комплексной микробиоло-
гической утилизации разнообразных бытовых и 
промышленных отходов растительного проис-
хождения. 

Цель настоящего обзора заключалась в  
обсуждении перспектив использования микроор-
ганизмов для утилизации пентоз лигноцеллюло-
зы, а также проблем, возникающих на пути тех-
нологической реализации этого процесса. 

Микроорганизмы, участвующие в утили-
зации лигноцеллюлозы. В природных условиях 
лигноцеллюлоза разрушается длительный пе-
риод времени с помощью гетерогенных ассоци-
аций микроорганизмов, каждый участник кото-
рых выполняет строго определенную роль. Сна-
чала комплекс гидролитических ферментов 
расщепляет макромолекулы лигнина, целлюло-
зы и гемицеллюлозы до мономеров, составля-
ющих основу гексозо-пентозных субстратов – 
ферментализатов [10, 11]. Продуцентами лигни-
наз, целлюлаз и гемицеллюлаз являются раз-
личные представители актиномицетов, аско-
мицетов, базидиальных грибов, несовершенных 
грибов, некоторых бактерий, обитающих в поч-
ве, листовом опаде, донных отложениях содо-
вых озер, а также других экологических нишах 
(табл.1). Известно, что наиболее мощным по-
тенциалом действия обладают внеклеточные 
лигнолитические ферменты грибов белой и бу-
рой гнили [10, 12, 14]. Процесс делигнификации 
стимулирует работу высокоспецифических цел-
люлаз – главных индукторов ферментативного 
гидролиза разветвленных макромолекул геми-
целлюлозы [2, 3, 15]. Состав компонентов геми-
целлюлазного комплекса до конца не установ-

лен. Полагают, что центральное место в такой 
гетерогенной системе занимают индуцибельные 
ксиланазы, разрывающие гликозидные связи, 
образованные при участии D-ксилозы, основного 
структурного компонента гемицеллюлозы одно-
летних и многолетних растений [4,16]. Однако 
полная фрагментация макромолекул гемицел-
люлозы возможна лишь при синергичном дей-
ствии целлюлаз и целого комплекса высокоспе-
цифичных эндо-1,4-β-D-ксиланазы, экзо-1,4-β-D-
ксилозидазы, эндо-1,4-β-D-маннаназы, β-манно- 
зидазы, ацетилксиланэстеразы, α-глюкуронида- 
зы, α-L-арабинофуразидазы, α-галактозидазы, а 
также некоторых других, спектр которых зависит 
от источника выделения [2, 3, 9, 17]. 

Гексозо-пентозные субстраты на основе 
лигноцеллюлозы утилизируются микроорга-
низмами различных таксономических групп. Гек-
созы (D-глюкоза, D-манноза, D-галактоза) как 
наиболее энергетически выгодные источники 
углерода любая микробная клетка ассимилирует 
в первую очередь [8, 9, 11, 18]. Пути катаболиз- 
ма этих сахаров хорошо исследованы и поло-
жены в основу технологий производства биотоп-
лива, органических кислот, растворителей, кор-
мовых витаминных добавок для сельскохозяй-
ственных животных и т.д. [4, 6, 7, 9, 10, 19]. Асси-
миляция пентоз является результатом активиро-
вания специфических реакций, трансформирую-
щих D-ксилозу и L-арабинозу в интермедиаты 
общих путей катаболизма (гликолиза, пентозо-
фосфатного либо трикарбонового циклов) [20–23] 
(рис. 1, 2). Однако степень их функционирования 
у про- и эукариотических микроорганизмов варь-
ирует, что объясняется различной интенсивно-
стью процессов общего обмена веществ, а также 
условиями внешней среды. Так, большинство 
мицелиальных грибов утилизирует лишь L-ара- 
бинозу, наиболее сложно метаболизируемую 
пентозу лигноцеллюлозы [3, 4, 9, 21, 24] (см. 
табл. 1). 

 
Таблица 1 

Участие различных микроорганизмов в биоконверсии лигноцеллюлозы 
Table 1 

Participation of different microorganisms in the bioconversion of lignocellulose 
 

Утилизация лигноцеллюлозы Количество родов микроорганизмов 
Литературный 

источник Фаза Этап 
Мицелиальные 

грибы 
Бактерии Дрожжи 

Деградация  
полимеров  
лигноцеллюлозы 

Разрушение  
макромолекул лигнина 

11 7 0 [4, 8–14] 

Разрушение макромолекул 
целлюлозы и гемицеллюлозы 

11 6 0 [2, 3, 9, 15–17] 

Утилизация  
сахаров  
лигноцеллюлозы 

Ассимиляция гексоз 25 36 12 
[3, 4, 6–11, 
14, 18, 19] 

Ассимиляция пентоз: 

L-арабиноза 5 13 0 
[3, 4, 9, 10, 

20–22, 24–30] 

D-ксилоза 1 23 12 
[3, 18, 20, 22, 

23, 27–33] 
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Рис. 1. Начальные этапы метаболизма пентоз у бактерий 
(1 – ксилозоизомераза (ЕС 5.3.1.5); 2 – ксилулокиназа (ЕС 2.7.1.17); 

3 – L-арабинозоизомераза (ЕС 5.3.1.4); 4 – L-рибулокиназа (ЕС 2.7.1.16); 
5 – L-рибулозо-5-фосфат-4-эпимераза (ЕС 5.1.3.4); 6 – L-арабинозо-1-дегидрогеназа (ЕС 1.1.1.46); 

7 – дегидрогеназа α-кетоглутарового семиальдегида (ЕС 1.2.1.26)) 
 

Fig. 1. Initial steps of pentoses metabolism in bacterial cells 
(1 – xylose isomerase (ЕС 5.3.1.5); 2 – xylulokinase (ЕС 2.7.1.17);  

3 – L-arabinose isomerase (ЕС 5.3.1.4); 4 – L-ribulokinase (ЕС 2.7.1.16);  
5 – L-ribulose-5-phosphate-4-epimerase (ЕС 5.1.3.4); 6 – L-arabinose-1-dehydrogenase (ЕС 1.1.1.46);  

α-ketoglutarate semialdehyde dehydrogenase (ЕС 1.2.1.26)) 
 

Многообразие и лабильность химических 
реакций бактериальной клетки не только расши-
ряют спектр утилизируемых пентоз, но также 
делают возможным катаболизм таких источни-
ков углерода при незначительной концентрации 
или даже полном отсутствии кислорода. Сре- 
ди факультативных анаэробов, обладающих 
способностью ассимилировать L-арабинозу и  
D-ксилозу, – бактерии-азотофиксаторы Azospi- 
rillum brasiense, Herbaspirillum sp, [25, 26],  
алкалифильные археи содовых озер Alkalitalea 
saponlacus gen. nov., sp. nov. [27], Clostridium 
alkalicellum sp. nov. [28], Amphibacillus cookii 
sp. nov. [29], Alkalibacter saccharofermentans 
gen. nov., sp. nov. и Halonatronum saccharophi-
lum gen. nov., sp. nov. [20], почвенные штаммы 
Amphibacillus xylanus [29], Esherichia coli [22] и 
Aerobacter aerogenes [30], а также Thermoanaero-
bacter ethanolicus [31]. Другие бактерии, подобно 
мицелиальным грибам, выборочно ассимилируют  
 

L-арабинозу или D-ксилозу [30, 31] (см. табл. 1). 
Метаболические пути дрожжей функциони-

руют по принципу максимальной экономии, то 
есть при дефиците гексоз в среде клетки начи-
нают продуцировать ферменты для утилизации 
наиболее легко метаболизируемого пятиатомно-
го источника углерода [4, 32, 33]. Поэтому у 
дрожжей, адаптированных к обитанию на коре 
деревьев и кустарников, в листовом опаде, а 
также на иных растительных субстратах, широко 
распространена способность ассимилировать D-
ксилозу [18]. Известно, что транспорт и внутри-
клеточный катаболизм D-ксилозы активируются 
кислородом даже при его незначительной кон-
центрации (так называемые условия мик-
роаэробиоза) [20, 32, 33]. Исследовано более 30 
видов ксилозоассимилирующих дрожжей, в ос-
новном представителей Candida sp. и Pichia sp., 
а также Debaryomyces hansenii, Pachysolen 
tannophilus и некоторых других [18] (см. табл. 1). 

Неокислительный этап  
пентозофосфатного цикла 
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Рис. 2. Начальные этапы метаболизма пентоз у грибов 
(1 – ксилозоредуктаза (альдозоредуктаза) или НАД(Ф)×Н-зависимая D-ксилозоредуктаза 

(ЕС 1.1.1.21); 2 – L-арабинитол-4-дегидрогеназа (ЕС 1.1.1.12); 3 – L-ксилулозоредуктаза  
(ЕС 1.1.1.10); 4 – ксилитдегидрогеназа (D-ксилулозоредуктаза) или ДНФ-ксилитол  

(D-ксилулозо)-дегидрогеназа (ЕС 1.1.1.9); 5 – D-ксилулокиназа (ЕС 2.7.1.17)) 
 

Fig. 2. Initial steps of pentoses metabolism in fungal cells 
(1 – xylose reductase (aldose reductase) or NAD(P)H-dependent xylose reductase (ЕС 1.1.1.307); 

2 – L-arabinitol-4-dehydrogenase (ЕС 1.1.1.12); 3 – L-xylulose reductase (ЕС 1.1.1.10);  
4 – xylitol dehydrogenase (D-xylulose reductase) or NAD

+
-linked xylitol dehydrogenase  

(xylitol-2-dehydrogenase) (EC 1.1.1.9); 5 – xylulokinase (ЕС 2.7.1.17)) 
 

Таким образом, в природных экосистемах 
микробиологическая утилизация лигноцеллюло-
зы однолетних и многолетних растений состоит 
из двух этапов. Сначала макромолекулы лигни-
на, целлюлозы и гемицеллюлозы разрушаются 
до субстратов, содержащих индивидуальные 
сахара – гексозы и пентозы. Первостепенную 
роль в данном процессе играют гидролазы мице-
лиальных грибов Trichoderma sp., Aspergillus sp., 
Fusarium sp. и некоторых других [2–4, 9, 12]. За- 
тем гексозо-пентозные субстраты подвергаются 
биоконверсии различными штаммами бактерий 
и дрожжей. Именно такая модель позволяет 
осуществлять эффективную переработку быто-
вых и промышленных отходов лигноцеллюлозы, 
сопряженную с получением различных народно-
хозяйственных продуктов. Основы биодеграда-
ции лигноцеллюлозы так же, как пути распада 
гексоз, сегодня достаточно хорошо освящены в 
научной литературе [9, 10, 13, 14, 34-36]. Поэто-

му наше внимание было сконцентрировано на 
особенностях распада пентоз у микроорганиз-
мов различных таксономических групп. 

Особенности утилизации пентоз про- и 
эукариотическими микроорганизмами. Извест-
но, что энергетический обмен любой биологиче-
ской системы, независимо от степени ее слож-
ности, обеспечивают реакции общих путей ката-
болизма сахаров. Их функционирование в мик- 
робной клетке определяется условиями окру-
жающей среды [3, 4, 7, 9, 20, 22]. При недо-
статке либо полном отсутствии кислорода D-кси- 
лоза и L-арабиноза окисляются до органиче-
ских кислот, спиртов, кетонов и т.д. Бактерии 
продуцируют такие вещества из ацетилфосфа-
та, пирувата и ацетил-КоА. Однако спектр, а 
также количественное соотношение целевых 
продуктов неполного окисления пентоз зависят 
от таксономического положения вида и значе-
ния рН среды [29, 37, 38, 39] (рис. 3). 
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Рис. 3. Различные продукты биоконверсии пентоз 
 

Fig. 3. Different products of pentoses bioconversion 
 

При щелочных величинах рН в ходе смешан- 
ного гетероферментативного брожения штаммы, 
относящиеся к энтерогруппе, а также представи-
тели Aerobacter sp., Bacillus sp., Clostridium sp., 
Klebsiella sp. образуют смесь органических кис-
лот (формиат, ацетат, лактат, пропионат, сук-
цинат и фумарат), а закисление среды инду-
цирует образование этанола, либо 2,3-бутан- 
диола [22, 27, 31, 40]. Основными продуктами 
ацетоно-бутилового брожения у штаммов Clostri- 
dium acetobutylicum является смесь ацетона, 

бутанола и этанола [37, 38]. Ацетоно-этанольное 
брожение, характерное для Bacillus maceraus 
(B. acetoethylicum), заканчивается образованием 
смеси уксусной, муравьиной и молочной кислот, 
а также этанола и ацетона [41]. В то же время 
спектр продуктов неполного окисления пентоз у 
бактерий реликтовых микробных сообществ 
остается мало изученным [27, 39, 42]. Эффек-
тивность биоконверсии пентоз лигноцеллюлозы 
некоторыми прокариотическими микроорганиз-
мами иллюстрирует табл. 2. 

 

Таблица 2 
Выход различных продуктов микробиологической конверсии пентоз 

Table 2 
Yield of products of pentoses microbial conversion 

 

Целевой продукт Выход, г/г ассимилируемых пентоз Вид микроорганизма 
Литературный 

источник 

Ацетат 0,58–0,76 Clostridium thermoaceticum [43] 

Фумарат 0,16 Rhizopus arrhizus [44] 

Этанол 

0,28–0,50 
Aspergillus terreus 

Fusarium oxysporum 
[45, 46] 

0,29–0,42 Thermoanaerobacter ethanolicus [31] 

0,36–0,42 
Candida shehatae 

Pichia stipitis 
[47, 48] 

2,3-Бутандиол 0,29–0,46 Klebsiella pneumoniae [40] 

Бутанол 0,26–0,29 Clostridium acetobutylicum [37, 38] 

Ксилит 0,68–0,90 
Debaryomyces hansenii 

Kluyveromyces marxianus 
Pichia guilliermondii 

[23, 49, 50] 

Итаконат 0,23-0,45 Aspergillus terreus [24] 
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Грибы не способны утилизировать D-ксилозу 
и L-арабинозу без кислорода, активирующего об-
разование пятиатомного спирта ксилита, а также 
D-ксилулозо-5-фосфата, интермедиата пентозо-
фосфатного цикла [21, 24, 32, 33]. Продукты не-
полного окисления пентоз в эукариотической 
клетке образуются в основном из-за уменьшения 
степени аэрации среды, причем их спектр по 
сравнению с бактериями заметно уже (см. рис. 3). 
Так, микроаэробиоз частично либо полностью 
блокирует катаболизм D-ксилозы у дрожжей на 
этапе образования ксилита [20, 23]. Другим про-
дуктом неполного окисления D-ксилозы является 
этанол [9, 11, 20, 32, 33]. Мицелиальные грибы 
помимо этанола продуцируют из L-арабинозы 
ацетат, фумарат, либо итаконат [10, 11, 14, 21, 
24, 44]. Эффективность образования указанных 
продуктов некоторыми видами грибов отражена в 
таб. 2. Полное насыщение среды кислородом 
(аэробиоз) стимулирует окисление пентоз до ко-
нечных продуктов – H2O и CO2. Энергия АТФ, ак-
кумулируемая в ходе данного процесса,  

активирует рост и размножение грибов, биомасса 
которых представляет народно-хозяйст-венную 
значимость в качестве белковой и витаминной 
кормовой добавки для сельскохозяйственных 
животных [3, 4, 8, 9, 19]. Таким образом, литера-
турные данные указывают на принципиальную 
возможность использования D-ксилозы и L-
арабинозы для решения различных народно-
хозяйственных задач. 

Способы микробиологической утилизации 
отходов растительного происхождения. О це-
лесообразности микробиологической конверсии 
отходов, содержащих лигноцеллюлозу, наглядно 
свидетельствует экологическая обстановка боль-
шинства регионов России [1]. В то же время раз-
дельный сбор и сортировка не обеспечивают аб-
солютной однородности бытового и промышлен-
ного мусора [3, 5]. Поэтому утилизация таких 
источников сырья после общего этапа пред-
варительной обработки [2, 4, 8, 9, 11, 13] 
должна осуществляться различными спосо-
бами (рис. 4). 

 

 

 

Рис. 4. Способы биоконверсии лигноцеллюлозосодержащих отходов  
различного происхождения 

 

Fig. 4. Bioconversion methods of the different lignocellulose-containing wastes 
 

Согласно первому из них (I), макромолекулы 
лигнина, целлюлозы и гемицеллюлозы разруша-
ются гидролазами мицелиальных грибов до 
ферментолизатов. Этот способ имеет ряд не-
оспоримых преимуществ: мягкий температурный 
режим, экологическая безопасность, пригодность 
гексозо-пентозных субстратов для культивирова-
ния микроорганизмов различных таксономиче-

ских групп [10, 13, 31, 34, 39]. Однако потребность 
огромного количества лигниназ, целлюлаз и спе-
цифических к каждому типу отходов гемицеллю-
лаз, а также их иммобилизация в составе сложно-
го комплекса требует специальных технологиче-
ских решений, отличающихся от известных спо-
собов ферментативного гидролиза гомополиса-
харидов (крахмала, целлюлозы) [9, 14, 51].
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Поэтому наиболее перспективным сырьем для 
получения ферментолизатов являются бытовые, 
сельскохозяйственные и промышленные отхо-
ды, содержащие незначительное количество 
«нецеллюлозных» примесей [2–4, 52]. 

Другой способ (II) существенно расширяет 
спектр источников вторичного сырья для полу-
чения гексозо-пентозных субстратов за счет по-
бочных продуктов целлюлозно-бумажных ком-
бинатов, гидролизных заводов, иных предприя-
тий деревообрабатывающего комплекса. Гидро-
лиз таких отходов, содержащих значительное 
количество лигнина и гемицеллюлозы, целесо-
образно проводить минеральными кислотами. 
Кислотный гидролиз широко применяли в СССР. 
Уже тогда были разработаны и успешно внедре-
ны в производство так называемые «мягкие» 
способы кислотной деструкции древесины, поз-
воляющие снизить токсический эффект на окру-
жающую среду [2, 53]. Их главные достоинства: 
простота и относительно низкая стоимость, не-
значительный временной интервал обработки 
растительного сырья, достаточно высокий про-
цент высвобождения гексозных и пентозных са-
харов [2, 54]. Однако в составе кислотных гид-
ролизатов лигноцеллюлозы присутствует целый 
ряд компонентов (летучие органические кислоты, 
фурфурол, 5-дидроксиметилфурфурол, веще-
ства лигнофуранового комплекса), оказывающих 
неспецифический ингибирующий эффект на 
реакции общего обмена микробной клетки [55]. 
Поэтому возможность микробиологической ути-
лизации гексозо-пентозных субстратов, полу-
ченных кислотным гидролизом, зависит от глу-
бины предварительной детоксикации [2, 11, 56]. 

Наконец, при выборе продуцента для кон-
версии субстратов на основе лигноцеллюлозы 
необходимо учитывать совокупность таких тех-
нологических характеристик микробного штам-
ма-продуцента, как активность метаболизма, 
физиологическую пластичность, способ регуля-
ции образования целевого продукта, трудоем-
кость его выделения. Ферментализаты, пред-
ставленные в основном D-глюкозой, пригодны 
для получения широкого спектра народно-
хозяйственных продуктов (см. рис. 4). 

Тем не менее бактерии, имеющие уникаль-
ную физиологическую пластичность, являются 
по сути гетероферментерами, образующими це- 
лый набор веществ, соотношение которых опре- 
деляет рН и уровень аэрации среды [22, 27, 31]. 
Дрожжи выгодно отличает ацидофильность, 
способность к образованию монопродукта из 
гексоз и узкого спектра продуктов из пентоз (см. 
рис. 3). Их экономический выход регулируется 
концентрацией растворенного в среде кислоро-
да [18, 20, 23,47–50]. Биотехнологическая зна-
чимость этих микроорганизмов для конверсии 
субстратов, полученных кислотным способом, 
определяется возможностью конструирования 
штаммов, сохраняющих метаболическую актив-

ность в присутствии летучих органических кис-
лот, фурфурола, 5-дидроксиметилфурфурола и 
веществ лигнофуранового комплекса [2, 11, 55–57]. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Принципиальная возможность для комплек- 

сной микробиологической конверсии разнооб-
разных лигноцеллюлозосодержащих отходов су- 
ществует. Мировым научным сообществом уже 
накоплен значительный экспериментальный ма-
териал о способах деструкции растительных 
гомо- и гетерополисахаридов, а также спектре 
микроорганизмов, утилизирующих различные 
компоненты полученных таким образом гексозо-
пентозных смесей. Вместе с тем достаточно 
много факторов, тормозящих разработку и внед- 
рение микробиологических способов конверсии 
данных субстратов в ценные для народного хо-
зяйства продукты. Так, длительность технологи-
ческого цикла, необходимость индивидуального 
подбора микробных целлюлаз и гемицеллюлаз с 
учетом происхождения вторичного непищевого 
источника растительного сырья снижают ком-
мерческую привлекательность энзиматического 
гидролиза многокомпонентных бытовых и про-
мышленных отходов лигноцеллюлозы. Несмот-
ря на идентификацию значительного количества 
микроорганизмов различных таксономических 
групп, до сих пор не сформировано целостное 
представление о скоординированной регуляции 
их метаболизма, позволяющее использовать жи- 
вую клетку в качестве промышленного биоката-
лизатара для получения того или иного моно-
продукта из пентоз лигноцеллюлозосодержащих 
отходов. 

Тем не менее возможности для преодоле-
ния указанных трудностей существуют. Они за-
ключаются в модернизации стандартных прие-
мов кислотной деструкции растительных поли-
сахаридов, способной значительно уменьшить 
негативный эффект ингибиторов гексозо-пентоз- 
ных субстратов на про- и эукариотические мик-
роорганизмы. Благодаря широко развитой сети 
предприятий ЦБК наша страна имеет хорошие 
технологические предпосылки для вовлечения 
указанным способом в промышленный оборот 
не только многокомпонентных бытовых и сель-
скохозяйственных отходов, но также побочных 
продуктов промышленной деструкции древеси-
ны. Однако успешное решение этой задачи не-
возможно без создания хорошей методической 
базы для конструирования штаммов-продуцен-
тов органических кислот, растворителей, источ-
ников биоэнергии, сахарозаменителей и др. на 
основе пентоз лигноцеллюлозы. Алгоритм прак-
тического воплощения таких проектов в каждом 
конкретном случае будет определяться эконо-
мической целесообразностью получения того или 
иного целевого продукта, а также особенностями 
народно-хозяйственной деятельности субъекта 
Российской Федерации. 
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Значение работ Е.В. Талалаева  
для формирования стратегии развития  
биотехнологических методов защиты  
растений от вредителей 
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Сибирский институт физиологии и биохимии растений СО РАН, г. Иркутск, Российская Федерация  
 

Резюме: Разработка методов биологической защиты растений оставалась одним из основных 
направлений развития биотехнологии на всем протяжении ХХ столетия. В нашей стране разви-
тие этого направления исследований неразрывно связано с именем профессора Иркутского госу-
дарственного университета Евгения Васильевича Талалаева, являющегося основоположником био-
логических методов защиты лесов. Им разработаны теоретические основы применения микробио-
метода, создан первый отечественный бактериальный препарат для борьбы с сибирским шелко-
прядом – дендробациллин. Проведены широкомасштабные испытания препарата и продемонстри-
рована его безопасность для здоровья человека. При его непосредственном участии в СССР было 
организовано промышленное производство биопрепаратов. Продукция этих предприятий пользо-
валась большим спросом как на отечественном, так и зарубежном рынках. В статье приведена 
краткая история изучения энтомопатогенных свойств Bacillus thuringiensis и разработки на ее  
основе биотехнологических методов защиты растений от насекомых-вредителей. Дан краткий 
сравнительный анализ современного уровня развития микробиометода защиты растений в России 
и за рубежом. Рассмотрены итоги первых десятилетий широкомасштабного применения в  
сельскохозяйственном производстве созданных на основе B. thuringiensis генно-инженерных  
Bt-технологий, позиционируемых как более эффективная и экономичная альтернатива микробио-
методу. Представлены основные, описанные в научной литературе, причины низкой эффектив- 
ности данного направления генетической инженерии растений. Также показано, что при создании 
трансгенных Bt-растений не были учтены закономерности развития природных паразитарных  
систем, положенных в основу микробиометода. Дана оценка значения научного наследия Е.В. Тала-
лаева для развития методов защиты растений на основе B. Thuringiensis и представлен ряд новых 
направлений развития растительных биотехнологий на их основе. Обсуждены дальнейшие  
перспективы использования микробиометода защиты растений в Российской Федерации. 
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Significance of the works of E.V. Talalaev  
in the formulation of a development strategy  
for biotechnological pest management methods 
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Siberian Institute of Plant Physiology and Biochemistry SB RAS, Irkutsk, Russian Federation 
 

Abstract: The development of methods for pest management continued to be one of the main directions in 
development of biotechnology throughout the twentieth century. In Russia, the development of this research 
area is inextricably linked with the name of Evgeny V. Talalayev, professor of Irkutsk State University and the  
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founder of the biological forest protection approach. Though his enterprise, theoretical foundations for the use 
of the microbiomethod were developed, along with the first domestic bacterial preparation against the Siberian 
silkworm, dendrobacillin. Large-scale tests of the preparation were carried out to demonstrate its safety in 
terms of human health. With his direct participation, industrial production of biological products was organised 
in the USSR. These products were in great demand in both domestic and foreign markets. The article gives a 
brief history of the study of the entomopathogenic properties of Bacillus Thuringiensis and the development of 
biotechnological methods for pest management on its basis. A brief comparative analysis is provided for the 
current state of microbiomethods for the protection of plant species in Russia and abroad. The results of the 
first decades of large-scale application in agricultural production based on B. thuringiensis genetic engineering 
Bt-technologies, positioned as a more effective and economical alternative to the microbiome, are considered. 
The main reasons for the low efficiency of this area of plant genetic engineering as described in the scientific 
literature are presented. Additionally, the problem of discounting the development patterns of natural parasitic 
systems underlying the microbiomethod during the creation of transgenic BT plants is considered. An as-
sessment for the value of the scientific heritage of E.V. Talalayev for the development of plant protection 
methods based on B. Thuringiensis is made along with the presentation of a number of new directions for the 
development of plant biotechnologies on their basis. Further prospects for the use of the microbiomethod plant 
protection approach in the Russian Federation are discussed. 
 

Keywords: E.V. Talalaev, plant protection, Bacillus thuringiensis, BT-technologies, development prospects 
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ВВЕДЕНИЕ 
Одним их основных направлений развития 

биотехнологии в ХХ в., вплоть до появления ген-
но-инженерных технологий, являлась разработ- 
ка биологических методов защиты растений [1]  
Значительный рост интереса к энтомопатоген-
ным биопрепаратам пришелся на 40–50-е гг. 
прошлого столетия. В СССР развитие этого 
направления исследований неразрывно связа-
но с именем профессора Иркутского государ-
ственного университета Евгения Васильевича 
Талалаева (1902–1980). Опыт участия авторов 
настоящей статьи в ряде отечественных кон-
ференций и симпозиумов в последние 15 лет 
свидетельствует о том, что многим молодым 
исследователям, работающим в области созда- 
ния биологических методов защиты растений, 
имя этого ученого неизвестно. Между тем зна-
чительная часть современных биотехнологий 
на основе Bacillus thuringiensis в той или иной 
степени базируются на работах Евгения Васи-
льевича. Заложенные им принципы биологиче-
ских методов защиты растений стали фунда-
ментом новых направлений исследований. 

Краткая история исследований Bacillus 
thuringiensis. Исходной точкой в изучении Bacil-
lus thuringiensis принято считать исследования 
японского микробиолога Шигетане Ишивата, 
выделившего в 1901 г. из мертвых личинок туто-
вого шелкопряда энтомопатогенную бактерию, 
названную ученым Bacillus sotto [2] (цит. по [5]). 
Повторно бактерия была открыта десять лет 
спустя в Германии микробиологом Эрстом Бер-
линером, который выделил из мертвой мучной 

моли, собранной им на одной из мельниц в зем-
ле Тюрингия, бактерию, получившую видовой 
эпитет Bacillus thuringiensis [3] (цит. по [5]), [4]. 

Первые попытки использовать B. thurin- 
giensis для борьбы с насекомыми вредителями 
имели место в 20-е гг. прошлого века. В 1938 г. 
во Франции был произведен первый коммерче-
ский препарат – «Sporéne», для борьбы с муч-
ной молью. Однако после появления в 1939 г. 
химических инсектицидов (ДДТ) интерес к био-
препаратам значительно сократился. Возрож-
дение интереса к этому направлению исследова-
ний произошло в 1950-е гг. С небольшим интер- 
валом препараты на основе B. thuringiensis бы-
ли запатентованы в СССР, США, Германии и 
Франции [5]. В 1960–80-е гг. эти препараты актив- 
но использовались в практике. Долгое время 
было принято считать, что B. thuringiensis явля-
ется специфическим патогеном чешуекрылых, 
пока в 1977 г. не было опубликовано первое 
сообщение об обнаружении подвида B. thu- 
ringiensis, патогенного для двукрылых [6]. В по-
следующие годы были найдены другие подви-
ды B. thuringiensis, патогенные для широкого 
круга насекомых и других беспозвоночных жи-
вотных [7]. В настоящее время описано несколь-
ко тысяч природных штаммов B. thuringiensis, 
выделенных из различных источников в разных 
регионах мира [5]. 

Расширение сферы биотехнологического 
применения B. thuringiensis в значительной сте- 
пени стимулировало интерес к изучению данно-
го микроорганизма. В средине 1950-х был опи-
сан первый кристаллообразующий белковый 
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эндотоксин (Cry-белок) [8–10], а 30 лет спустя 
был клонирован кодирующий его ген [11]. На 
сегодняшний день описаны десятки различных 
Cry-белков, а также другие эндотоксины как бел-
ковой, так и небелковой природы, установлены 
механизмы их действия [7, 12]. Результаты 
исследований по различным аспектам биологии 
B. thuringiensis обобщены в большом количестве 
обзоров и монографий (например, [13–15]). 

Принципиально новый этап развития Bt-тех- 
нологий начался с развитием методов генетиче-
ской инженерии и созданием в 1995 г. первых 
коммерческих трансгенных растений с генами, 
кодирующими Cry-белки (Bt-растения) [5]. В нас- 
тоящее время Bt-растения – одно из основных 
направлений использования трансгенных расте-
ний в сельском хозяйстве [16]. Однако опыт пер-
вых десятилетий коммерческого использова- 
ния Bt-растений дал неоднозначные результаты  
как в вопросах эффективности защиты расте-
ний, так и в вопросах безопасности этих техно-
логий [17, 18]. 

Работы Е.В. Талалаева по созданию био-
логических методов защиты растений. Раз-
работка микробиологического метода защиты 
лесов была начата Евгением Васильевичем 
Талалаевым весной 1949 г. при содействии 
Центрального НИИ лесного хозяйства (Ленин-
град). В результате исследований, проведен-
ных в Больше-Глубоковском очаге массового 
размножения сибирского шелкопряда, была 
выделена энтомопатогенная бактерия, перво-
начально описанная как новый вид Bacillus 
dendrolimus n. sp. [19]. В дальнейшем система-
тическое положение вида было уточнено как 
Bacillus thuringiensis subsp. dendrolimus. В ходе 
дальнейших исследований Е.В. Талалаевым 
был разработан биопрепарат для борьбы с си-
бирским щелкопрядом – дендробациллин [20]. 

Опытные партии дендробациллина были 
получены уже в 1953 г. Метод был зарегистри-
рован в Комитете по делам изобретений и от-
крытий при Совете Министров СССР за № 7795 
с приоритетом 12 августа 1957 г. В том же году 
технология производства препарата передана 
Московскому заводу бактериальных препара-
тов, где она была доработана для заводских 
условий. В 1958 г. для полевых испытаний за-
вод изготовил опытную партию дендробацил-
лина в количестве 3 т, а в 1961 г., для даль-
нейших испытаний, – 18 т1. В марте 1974 г. 
производство дендробациллина началось на 
Бердском химическом заводе (с 1991 г. – Берд-
ский завод биопрепаратов). Продукция завода 
пользовалась большим спросом на отече-
ственном рынке, а также шла на экспорт. Одна-
ко к концу 1990-х гг. заказы резко сократились, 
и выпуск препарата был прекращен [21]. 

Наследие Е.В. Талалаева не ограничива-
ется исследованиями прикладного характера. 
Заложены теоретические основы микробиоме-

тода защиты лесов, сделан подробный анализ 
условий, обеспечивающих его успешное при-
менение [22]. Десятилетия спустя принципы, 
сформулированные в работах Евгения Василь-
евича, получили подтверждение в исследова-
ниях других авторов по теории паразитарных 
систем [23–25]. 

Характеристика Евгения Васильевича Та-
лалаева как ученого была бы неполной без 
упоминания истории проверки им безопасности 
B. thuringiensis для человека. По свидетельству 
учеников Е.В. Талалаева, он выпил суспензию 
бактерий, продемонстрировав тем самым ее без- 
опасность. К сожалению, этот факт не отражен 
ни в одном официальном документе. Косвенно о 
дате этого события можно судить только по не-
которым публикациям (утверждение о безопас-
ности B. thuringiensis приводится Е.В. Талалае- 
вым со ссылкой на исследования 1951 г. [20, 26]). 
За рубежом возрождение интереса к B. thurin- 
giensis связывают главным образом с именем 
Эдуарда Стейнхауса (США, 1914–1969). По 
утверждению одного из его учеников И. Танада, 
именно его учитель первым выпил суспензию 
B. thuringiensis, чтобы показать ее безвредность 
для человека [27]. Этот факт также не отражен  
в официальных источниках, включая академи-
ческую биографию Стейнхауса [28]. Работы 
Стейнхауса по B. thuringiensis датируются тем 
же периодом, что и работы Евгения Васильеви-
ча [29, 30]. Достоверно установить первенство 
того или другого ученого сегодня не представ-
ляется возможным. Очевидно, отдавая дань за-
слугам каждого из них, следует считать, что 
Е.В. Талалаев и Э.А. Стейнхаус независимо друг 
от друга первыми проверили на себе безопас-
ность B. thuringiensis для человека. 

Сопоставление эффективности защиты 
растений с помощью бактериальных препара-
тов и генно-инженерных технологий. Созда- 
ние методов генетической инженерии несомнен- 
но является одним из величайших достижений 
биологической науки последней четверти ХХ в. 
Наибольшее практическое применение получи-
ли трансгенные или генно-модифицированные 
растения (ГМР). По данным за 2018 г. площадь 
посевов под такими культурами составила 
191,7 млн га [16]. Одна из приоритетных задач 
трансгеноза – создание форм растений, устой-
чивых к насекомым-вредителям. Основу этих 
 
  

1
 Талалаева Г.Б., Завезенова Т.В., Огарков Б.Н., 

Буковская Н.Е., Макарова А.П. Е.В. Талалаев – 
ученый и педагог // Оценка современного со-
стояния микробиологических исследований в 
Восточно-Сибирском регионе: материалы Рос-
сийской научно-практической конференции, 
посвященной 100-летию со дня рождения 
проф. Е.В. Талалаева (Иркутск, 1–13 марта 
2002 г.). Иркутск: Изд-во Иркутского универси-
тета, 2002. С. 3–10. 



А.Г. Еникеев, Л.Ю. Еникеева. Значение работ Е.В. Талалаева для формирования… 
A.G. Enikeev, L.Yu. Enikeeva. Significance of the works of E.V. Talalaev in the formulation… 

 
ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 

 
697 

  
 

 

технологий составляют так называемые Bt-рас- 
тения, в геном которых встроены гены, кодиру-
ющие δ-эндотоксины (Cry-белки) B. thuringiensis. 
Оценка научным сообществом перспектив и по-
следствий их использования в сельском хозяй-
стве весьма неоднозначна [31, 32]. 

Оставляя за рамками данной статьи вопрос 
о потенциальных рисках использования ГМР 
(оценку рисков использования Bt-культур в про-
изводстве сельскохозяйственной продукции см. 
в [18]), приведем краткий анализ литературных 
данных перспектив использования Bt-техно- 
логий в защите растений.  

Трансгенные растения, продуцирующие Cry-
белки, задумывались как более эффективная  
и экономичная альтернатива микробиометоду. 
Опыт двух десятилетий использования Bt-куль- 
тур в промышленных масштабах выявил суще-
ственные недостатки этих технологий. Во-пер- 
вых, невозможно создать трансгенное расте-
ние, во всех тканях которого на протяжении 
всего жизненного цикла экспрессия Cry-белков 
находится на летальном для вредителя уровне; 
во-вторых, вопреки теоретическим предположе- 
ниям, основанным на малой вероятности собы-
тия, возникают доминантные мутации резистент- 
ности и рецессивные, не имеющие цены при-
способленности; в-третьих, также вопреки тео-
ретическим предположениям, возникает пере-
крестная резистентность между Cry-белками 
разных семейств [17, с. 17]. Еще одна причина 
неэффективности Bt-культур – это их повышен-
ная привлекательность для вторичных вреди-
телей из отряда Hemiptera. Наличие у них более 
эволюционно продвинутого колюще-сосущего 
ротового аппарата, в отличие от грызущего у 
основных вредителей из отрядов Lepidoptera и 
Coleoptera, не вызывает у растений состояния 
индуцированной защиты. Более привлекатель-
ными для представителей отряда полужестко-
крылые Bt-культуры становятся вследствие из-
менения их химического состава по сравнению 
с консервативными сортами (пониженное содер- 
жание терпенов) [33]. По заключению А.Г. Вик- 
торова, создание Bt-растений, обеспечивающих 
эффективную защиту от энтомопатогенов, на 
уровне современных технологий не представ-
ляется возможным [17]. 

Е.В. Талалаев, анализируя условия, обес-
печивающие успешное применение микробио-
метода защиты растений, отмечал: «Медикам и 
ветеринарам давно известно, что эпидемии и 
эпизоотии возникают только при определенных 
условиях. Чтобы искусственно вызвать эпиде-
мию или эпизоотию, необходимо создать соот-
ветствующие условия. <…˃ К факторам, спо-
собствующим искусственной эпизоотии среди 
гусениц сибирского шелкопряда, можно отнести 
патогенность возбудителя, его вирулентность и 
заразительность, устойчивость возбудителя к 
неблагоприятным условиям среды, резистент-

ность гусениц, носительство заразы, миграцию 
гусениц, передачу инфекции, биологические и 
физиологические особенности гусениц, способ-
ствующие распространению заразы, а также 
определенные внешние условия» [19, с. 5]. «Для 
искусственного заражения насекомых [следова-
ло бы] употреблять не монокультуру возбудите-
ля, принимаемого за основной патогенный вид, 
а весь тот микробиологический комплекс, кото-
рый обнаруживается при выборе инфекции в 
исходном больном насекомом. <…˃ Одновре-
менное нахождение двух и более видов бакте-
рий в больных насекомых, несомненно, явле-
ние не случайное. Между этими видами имеет-
ся определенная взаимосвязь, которая и выра-
жается в тяжелом заболевании насекомого с 
летальным исходом» [23, с. 13]. 

Успех применения разработанного Е.В. Та- 
лалаевым микробиологического метода борьбы 
с насекомыми-вредителями в значительной сте-
пени обусловлен тщательным (детальным) ана-
лизом закономерностей развития природных 
паразитарных систем. Сформулированные в 
работах Е.В. Талалаева положения в дальней-
шем нашли свое подтверждение в многочис-
ленных работах по теоретической паразитоло-
гии [34–37]. В отличие от природных парази-
тарных систем Bt-растения – это искусственно 
созданные надвидовые системы [38]. Экспрес-
сия встроенных в их геном cry-генов регулиру-
ется механизмами, отличными от естественных 
(бактериальный геном), вследствие чего утра-
чивается обратная связь с насекомым-вреди- 
телем, а коэволюция становится невозможной. 
Таким образом нарушаются основные законы 
развития симбиотических систем [39], что и 
обуславливает неэффективность современных 
генно-инженерных Bt-технологий. 

Перспективы дальнейшего использования 
Bacillus thuringiensis в биотехнологии. За деся-
тилетия, прошедшие с момента начала широ-
комасштабного применения препаратов на осно- 
ве B. huringiensis для защиты лесов от сибир-
ского шелкопряда, область биотехнологическо-
го применения данного микроорганизма много-
кратно увеличилась. Найдены новые подвиды 
B. thuringiensis, вызывающие заболевания и ги- 
бель представителей различных отрядов насеко- 
мых и других беспозвоночных животных [5, 7]. 
Бактериальные препараты для защиты рас- 
тений от насекомых-вредителей широко исполь-
зуются за рубежом. Основными потребите- 
лями микробиологических препаратов защи-
ты растений являются США, Канада, страны 
Западной Европы. Интенсивно развивается это 
направление в странах Латинской Америки и 
Азии [40]. Лидером мирового производства мик-
робиологических препаратов является компания 
Valent BioSciences (США), выпускающая целую 
линейку препаратов на основе B. thuringiensis 
(DiPel, Xen Tari, Novodor, LEAP, DiTera) [41]. 
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После распада СССР в России микробиоло-
гический метод защиты растений длительное 
время практически не применялся. Возрождение 
интереса к этому направлению биотехнологии 
началось с конца первого десятилетия нынешне-
го века. После модернизации в 2006–2010 гг. 
производственных мощностей бывшего Берд-
ского завода биопрепаратов (в настоящее вре-
мя Производственное объединение «Сиббио-
фарм») налажен выпуск новых препаратов на 
основе B. thuringiensis. «Битоксибациллин» – 
биологический препарат, успешно используе-
мый для защиты сельскохозяйственных, цве-
точных, лесных и лекарственных культур от 
различных видов насекомых-вредителей, в том 
числе таких, как паутинный клещ, тля, личинки 
колорадского жука и листогрызущих гусениц. 
Препарат «Лепидоцид» предназначен для за-
щиты лесов и сельскохозяйственных культур от 
гусениц чешуекрылых насекомых. В конце 
2016 г. принят и с 1 мая 2017 г. вступил с силу 
ГОСТ на препарат «Дендробациллин»2. Кроме 
того, российскими учеными разработан и 
успешно прошел испытания ряд новых высоко- 
эффективных препаратов широкого спектра 
действия [42]. Вместе с тем остаются нереали-
зованными многие перспективные направления 
развития микробиометода. Так, например, еще  
 

в 2001 г. в частной беседе с авторами статьи 
одной из учениц Евгения Васильевича Талалае- 
ва Т.В. Завезеновой высказывалась идея о це-
лесообразности поиска штаммов B. thuringiensis, 
патогенных для иксодовых клещей, переносчиков 
ряда опасных заболеваний. 

В исследованиях последних десятилетий 
помимо инсектицидного действия у B. thurin- 
giensis описан большой ряд новых свойств, 
представляющих интерес для биотехнологии. 
Показаны антифунгальная и антибактериаль-
ная активность [43]. Метаболиты B. thuringiensis 
оказывают ростстимулирующее действие и вли-
яют на биохимический состав растений [44–46]. 
Отмечено селективное ингибирующее действие 
Cry-белков на развитие опухолевых клеток че-
ловека и других млекопитающих [47, 48]. В 
большинстве случаев эти направления пока не 
вышли за рамки научных разработок, и основ-
ным направлением биотехнологического ис-
пользования B. thuringiensis остается защита 
растений от насекомых-вредителей. 

 
  

2
 ГОСТ Р 57246-2016 Препарат Дендробацил-

лин. Инсектицид. Технические условия; утв. и 
введен в действие приказом Федерального 
агентства по техническому регулированию и 
метрологии от 09.11.2016 г. № 1636-ст. 
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Резюме: Проблемы, связанные с утилизацией отходов, во всем мире, в том числе и в России, опре-
деляют необходимость использования в упаковке экологичных материалов – биополимеров. Акту-
альной является разработка технологий и рецептур биоразлагаемых пленок из отечественных 
ингредиентов для использования в упаковке пищевых и/или фармацевтических продуктов. Биораз-
лагаемые полимеры на основе природных полисахаридов имеют определенные преимущества по 
сравнению с пластиками. Основное из них – полная и быстрая разлагаемость при естественных 
и/или специально созданных условиях. При разработке технологии получения упаковочных матери-
алов, в том числе и для пищевых продуктов, особое внимание уделяется характеристикам полу-
ченной упаковки, отвечающим за сохранность исходных качеств как самой упаковки, так и продук-
та определенное время, по крайней мере, до доставки потребителю. Поэтому низкая пропускная 
способность по отношению к кислороду и водяному пару – это особое свойство биоразлагаемых 
пленок, столь важное для пищевых упаковок. Предложены рецептуры образцов биоразлагаемых 
пленок из композиций природных полисахаридов (гидроксипропилметилцеллюлозы, каррагинана и 
агар-агара) и проведены исследования их основных свойств (степень биоразложения, газопроница-
емость, водопоглощение, химическая стойкость, деградация и токсикологические свойства). По 
результатам исследования выбраны композиции, пригодные для использования в качестве основы 
экологичных упаковочных материалов пищевых и фармацевтических продуктов. Определена мак-
симальная устойчивость изучаемых пленок (т.е. период их полного растворения) в концентриро-
ванных соляной, серной и уксусной кислотах. Отмечено, что рассмотренные образцы биоразлагае-
мых пленок не оказывают токсического воздействия на природные экосистемы. 
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Abstract: Issues associated with waste disposal all over the world, including in Russia, determine the urgency 
in applying biopolymers as environmentally-friendly packaging materials. Nowadays, the development of 
technologies and formulations of biodegradable films based on domestic ingredients for application in the 
packaging of food and/or pharmaceutical products is of a great relevance. Biodegradable polymers based on 
natural polysaccharides possess certain advantages over plastics, especially in terms of their complete and 
rapid degradability under natural and/or specially-created conditions. When developing the technology for 
producing packaging materials, including food production, special attention is paid to the characteristics of the 
resulting packaging, which is responsible for preserving the initial qualities of both the packaging and the 
product for a certain time, at least until delivered to the consumer. Therefore, low oxygen and water vapour  
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permeability manifests itself as a special property of biodegradable films, having particular importance for food 
packaging applications. Formulations of biodegradable film samples obtained from compositions of natural 
polysaccharides (hydroxypropyl methylcellulose, carrageenan and agar-agar) are proposed and studies on 
their main properties (degree of biodegradation, gas permeability, water absorption, chemical resistance, deg-
radation and toxicological properties) carried out. Based on the results of the study, compositions appropriate 
for application as the basis for environmentally friendly packaging materials for food and pharmaceutical  
products were selected. The maximum stability of the studied films (i.e., the period of their complete dissolu-
tion) in concentrated hydrochloric, sulphuric and acetic acids was determined. The considered samples of  
biodegradable films were proved to cause no toxic effects on natural ecosystems. 
 
Keywords: biopolymers, biodegradable films, water absorption, gas permeability, biodegradation, toxicity, 
environmental friendliness 
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ВВЕДЕНИЕ 
В настоящее время спрос на биополимеры 

постоянно растет в связи с повышением требо-
ваний общества к материалам, являющимся 
экологически безопасными [1]. 

Ученые уделяют особое внимание принци-
пиально новым cпоcoбам производства экo- 
лoгически безопасных нетoксичных упaкoвoч-
ных мaтeриaлoв, которые cпoсoбны oбecпечить 
качественную зaщиту прoдуктoв oт микpoбныx 
пoрaжeний и вoздeйcтвия киcлoрoдa, a тaкжe 
прeдoтвpaтить иx ycyшкy в пpoцecce пpoиз- 
вoдcтвa и xpaнeния. При этом важной характе-
ристикой новых упаковочных материалов явля-
ется возможность их легкой утилизации. По-
этому во всем мире бoльшoe внимaниe удeля-
ется производству и pacшиpeнию accopтимeнтa 
биopaзлaгaeмыx упaкoвoчныx мaтepиaлoв, нe 
зacopяющих окружающую cpeду [2–6]. 

Важным преимуществом биоразлагаемых 
полимеров является возможность использова-
ния для их производства традиционных техно-
логий и оборудования, что не требует значи-
тельных дополнительных затрат. Особое пре-
имущество биоразлагаемых полимеров заклю-
чается в их низкой пропускной способности по 
отношению к кислороду и водяному пару, что 
очень важно для пищевых упаковок. Стойкость 
упаковки к разложению в стандартных условиях 
и вместе с тем быстрая и полная утилизация 
при естественных или специально созданных 
условиях помогает решать проблему накопле-
ния отходов. Независимость от нефтехимиче-
ского сырья однозначно относится к преимуще-
ствам таких упаковочных материалов [7–9]. 

Перспективным сырьем для производства 
биоразлагаемых упаковочных материалов явля-
ются природные полисахариды – каррагинан, 
агар-агар и гидроксипропилметилцеллюлоза 
(ГПМЦ), а также композиции на их основе [10, 11]. 

Целью работы являлось изучение основ-
ных свойств (газопроницаемости; химической 
устойчивости по отношению к этиловому спир-
ту, щелочам и кислотам; токсической безопас-
ности) биоразлагаемых пленок на основе при-
родных полисахаридов и их композитов для 
производства экологичных упаковочных мате-
риалов пищевых продуктов [12–16]. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ. 
Объектами исследования являлись кап- 

па-каррагинан (Boc Sciences, США); агар-агар  
(Helicon, США); гидроксипропилметилцеллюло-
за (ГПМЦ) (Ashland Aqualon Functional Ingre- 
dients, США), а также биопленки из них [17–19]. 
Молекулярная масса полисахаридов: агар-агара 
306n, ГПМЦ-748n, каппа-каррагинана-385n. 

Средние значения термодинамических па-
раметров биополимеров определяли по трем 
измерениям. 

Исследовали зависимость вязкости рас-
творов от рН и от концентрации соли (NaCl). 
Вязкость растворов измеряли на вискозиметре 
ротационного типа Brookfield LVF. Для термо-
статирования использовали криотермостат 
LOIP FT-211-25 (Россия). Все измерения про-
водили в прилагающихся к вискозиметру тер-
мостатируемых стаканах.  

Рассчет энтальпии перехода проводили на 
грамм сухого вещества. Экспериментальная 
ошибка определения температуры фазового 
перехода Tm составляла 0,1 °С, для теплоты 
фазового перехода Hm и теплоемкости фазо-
вого перехода Cp экспериментальная ошибка 
составляла 5,0 % от определяемой величины. 

Для получения изотерм сорбции паров во-
ды предложенными образцами пленок, полу-
ченных на основе композиций природных поли-
сахаридов, использовали метод изопиестиче-
ских серий. Образцы пленок взвешивали на  

http://www.molbase.com/en/supplier-20555.html
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электронных весах (с погрешностью 0,001 г). 
Постоянство относительных давлений обеспе-
чивалось применением насыщенных раство-
ров солей. На всех изотермах отмечался рез-
кий рост величины сорбции в области при 
р / р0 0,4–0,6, свойственный плотно упакован-
ным и растворимым в сорбате полимерам. 

Изучали энергию Гиббса смешения при-
родных полисахаридов в общем раствори- 
теле (воде). Энергия Гиббса смешения полиса-
харидов ∆gx лежала в области как отрицатель-
ных, так и положительных значений. Значения 
∆gx<0 свидетельствовали о термодинамиче-
ской стабильности образующихся растворов. 
При смене знака энергии Гиббса, то есть при 
∆gx >0, система теряла устойчивость и рассла-
ивалась. Анализ зависимости термодинамиче-
ских функций от состава композиций природ-
ных полисахаридов представлен в табл. 1. 

Изучение термодинамических свойств био- 
полимеров (энергия Гиббса смешения природ-
ных полисахаридов в общем растворителе (во-
де) и энтальпия смешения полимеров) позво-
лили получить информацию о термодинамиче-
ской устойчивости и совместимости бинарной 
системы полимер – полимер. Из 33 различных 
рецептур на основе полисахаридов были ото-

браны 13, пригодных для использования в био-
разлагаемых упаковочных материалах. Рецеп-
туры предлагаемых образцов исследуемых 
биопленок представлены в табл. 2. 

Степень биоразложения определяли ме-
тодом, основанным на оценке воздействия оби-
тающих в естественных биоценозах микроорга-
низмов (Penicillium funiculosum, Aspergillus ni- 
ger, Paecilomyces variotii, Aureobasidium pullu-
lans Aspergillus terreus,, Penicillium ochrochlo- 
ron) на исследуемые образцы пленок, инку- 
бируя в термостате в течение 6 месяцев  
образцы исследуемых пленок при относитель-
ной влажности не менее 90 % и температуре 
29 °С (ISO 846:1997). 

Измерение водопоглощения пленок изуча-
ли в соответствии с требованиями ГОСТ 4650-
2014. 

Массовую долю поглощенной образцом 
воды определяли по формуле: 

 
c = 13 · [(m2 – m1) / m1] · 100, 

 
где m1 – масса испытуемого образца после 
первоначального просушивания и перед погру-
жением в воду, мг; m2 – масса испытуемого об-
разца после выдержки в воде, мг. 

 
Таблица 1 

Энергия Гиббса смешения природных полисахаридов 
 

Table 1 
Gibbs mixing energy of natural polysaccharides 

 

Состав композиции 
Диапазон соотношений концентраций полисахаридов 

при ∆gx <0 при ∆gx >0 

Каррагинан и ГПМЦ от 2,1 до 10,0 2,0 и менее 
Каррагинан и агар-агар от 2,5 до 10,0 2,5 и менее 
ГПМЦ и агар-агар от 1,1 до 6,0 1,0 и менее 
Каррагинан, ГПМЦ и агар-агар от 0,26 до 4,0 0,25 и менее 

 
Таблица 2 

Состав исследуемых композиций 
 

Table 2 
Studied compositions 

 

Номер 
образца 

Количество ингредиента, % масс. 

Каррагинан ГПМЦ Агар-агар Глицерин Вода 

2 10,0 2,5 – 10,0 77,5 
3 20,0 2,5 – 10,0 67,5 
6 20,0 5,0 – 10,0 65,0 

11 10,0 – 2,5 10,0 77,5 
12 20,0 – 2,5 10,0 67,5 
15 20,0 – 5,0 10,0 65,0 
20 – 5,0 2,5 10,0 82,5 
21 – 10,0 2,5 10,0 77,5 
24 – 10,0 5,0 10,0 75,0 
28 5,0 2,5 2,5 10,0 80,0 
29 10,0 2,5 2,5 10,0 75,0 
30 20,0 2,5 2,5 10,0 65,0 
33 20,0 5,0 5,0 10,0 60,0 
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Исследование газопроницаемости пленок 
по кислороду проводили по методу дифферен-
циального давления, используя вакуумный те-
стер для определения проницаемости пленоч-
ной упаковки VAC-V1 (Labthink Instruments Co., 
Ltd, P.R. China). Для исследований использова-
ли кислород технический I сорта (чистота газа 
99,7 %). 

Для определения химической стойкости 
пленок в химически активную среду, предвари-
тельно подготовленную в стеклянной посуде, 
опускали часть каждого образца и с помощью 
секундомера определяли время его разложения. 

Деградацию пленок в модельных биологи-
ческих средах определяли следующим обра-
зом: образцы пленок инкубировали в течение 
30 суток в модельных биологических средах – 
растворах, моделирующих желудочный и ки-
шечный сок, и регистрировали характер изме-
нения свойств пленок. Раствор, моделирующий 
желудочный сок, готовили следующим обра-
зом: рН 0,9 %-го раствора NaCl доводили до 2 
концентрированной соляной кислотой, стери-
лизовали в автоклаве 20 мин при 1 атм., до-
бавляли в раствор 0,3 г/л пепсина, растворен-
ного в небольшом количестве воды. Раствор, 
моделирующий кишечный сок, готовили в сте-
рильном фосфатном буфере с рН = 7,4, куда 
вносили 1 г/л панкреатина, растворяя его в не-
большом количестве воды. Для предотвраще-
ния биодеградации бактериями во все раство-
ры был добавлен 1 г/л азида натрия. 

Оценку токсикологических свойств пленок 
проводили, изучая их влияние на фито- и зоо-
планктон. При работе с фитопланктоном ис-
пользовали альгологически чистую суточную 
культуру водорослей Chlorella vulgaris Beijer оп-
тической плотностью 0,625 в соответствии с 
ФР.1.39.2011.10993. Наращивание культуры во-
доросли хлорелла определяли после 22 ч куль-
тивирования. Оценку токсичности проводили по 

достижении величины оптической плотности в 
контрольных флаконах 0,120 и более, измеряя 
оптическую плотность культуры тест-объекта и 
сравнивая суточный прирост численности клеток 
водорослей в контрольном и опытном вариантах. 

При работе с зоопланктоном использовали 
низших ракообразных по методике, представ-
ленной в ФР.1.39.2010.09102 с модификацией 
СТО ТГУ 137-2015. Длительность проведения 
эксперимент – 72 ч. Смертность дафний в кон-
трольном и опытном вариантах учитывали каж-
дые 24 ч. Опыт прекращали, если в течение 
24 ч во всех опытных пробирках наблюдали 
гибель более 50 % рачков. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
В табл. 3 представлены данные о степени 

биоразложения выбранных образцов пленок. 
Установлено, что все тестируемые образцы 

пленок являются биоразлагаемыми (см. табл. 2). 
В течение 6 месяцев (в рамках изучаемого пе-
риода) максимальная степень биодеградации 
(92,0; 94,0 и 95,0 %) была характерна для образ-
цов № 6, 15 и 30 соответственно, а минималь-
ная (65,0 и 68,0 %) – для образцов № 24 и 2. 

Результаты тестирования водопоглощения 
образцов пленок на основе природных полиса-
харидов приведены на рис. 1. 

Минимальным водопоглощением характери-
зуются образцы пленок № 8 (3 ),  12 (4 %), 3 (5 %), 
2 (7 %) и 6 (8 %), максимальным – № 7 (180 %), 
5 (156 %) и 10 (120 %). На основании получен-
ных данных сделан вывод о предпочтительном 
использовании в упаковочной отрасли пленок 
следующих образцов: № 8 (по 10,0 % масс.  
каррагинана и ГПМЦ), № 12 (20,0 % масс. 
каррагинана и 2,5 % масс. агар-агара), № 3 
(20,0 % масс. Каррагинана и 2,5 % масс. ГПМЦ), 
№ 2 (10,0 % масс. каррагинана и 2,5 % масс. 
ГПМЦ) и № 6 (20,0 % масс. каррагинана и 
5,0 % масс. ГПМЦ). 

 

Таблица 3 
Степень биоразложения пленок, полученных на основе природных полисахаридов 

 

Table 3 
Biodegradation degree of natural polysaccharides based films 

 

Номер  
образца 

Доля потери массы, %, через 

1 месяц 2 месяца 3 месяца 4 месяца 5 месяцев 6 месяцев 

2 27,0 34,0 40,0 52,0 60,0 68,0 
3 40,0 47,0 53,0 60,0 68,0 75,0 
6 58,0 65,0 72,0 79,0 86,0 92,0 

11 46,0 57,0 64,0 70,0 75,0 83,0 
12 39,0 46,0 53,0 60,0 68,0 79,0 
15 57,0 65,0 73,0 82,0 90,0 94,0 
20 37,0 44,0 52,0 60,0 67,0 73,0 
21 35,0 48,0 56,0 64,0 72,0 81,0 
24 30,0 35,0 44,0 51,0 60,0 65,0 
28 40,0 46,0 53,0 62,0 70,0 77,0 
29 35,0 42,0 49,0 57,0 64,0 70,0 
30 54,0 63,0 70,0 76,0 83,0 90,0 
33 38,0 45,0 51,0 58,0 64,0 72,0 
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Рис. 1. Водопоглощение образцов пленок на основе природных полисахаридов 
 

Fig. 1. Water absorption of natural polysaccharides based films 
 

Результаты исследования газопроницае-
мости предлагаемых образцов пленок по отно-
шению к кислороду приведены в табл. 4. 

Данные, представленные в табл. 4, свиде-
тельствуют о том, что минимальная газопрони-
цаемость по кислороду характерна для образ-
цов пленок № 21 и 24, максимальная – для  
образцов № 20, 30 и 12. 

Химическую устойчивость пленок анализи-
ровали по отношению к щелочам (гидроксид 
натрия, гидроксид калия), к этиловому спирту, 
сильным (соляная и серная) и слабым кислотам 
(уксусная). Полученные результаты представ- 
лены в табл. 5. 

Как видно из представленных в табл. 5 дан-
ных, минимальная устойчивость для всех пленок 
наблюдается в 6,0 М соляной кислоте, период 
полного растворения составил от 0,4 до 2,0 ч. В 
концентрированной серной кислоте все пленки 
оказались немного устойчивее по сравнению с 
соляной кислотой, период полного растворения 
составил 5,0–24,0 ч. Концентрированная уксус-
ная кислота имела менее агрессивное действие 
на тестируемые пленки – период полного рас- 
 

творения составил от 15,0 до 30,0 ч. 
 

Таблица 4 
Газопроницаемость биоразлагаемых  

пленок на основе природных  
полисахаридов по кислороду 

 

Table 4 
Oxygen gas permeability of natural  

polysaccharides based biodegradable films 
 

Номер  
образца 

Газопроницаемость, 
см³/м²·24ч·атм 

2 36,859±1,843 
3 356,423±17,821 
6 185,120±9,256 
11 87,324±4,366 
12 440,569±22,028 
15 18,585±0,929 
20 621,230±31,062 
21 2,335±0,117 
24 8,909±0,445 
28 69,284±3,464 
29 287,325±14,366 
30 505,019±25,251 
33 77,764±3,888 

 

Таблица 5  
Химическая устойчивость пленок, полученных  

на основе растительных полисахаридов 
Table 5 

Chemical stability of natural polysaccharides based films 
 

Растворитель 

Продолжительность растворения образца, ч 

Образец 

2 3 6 11 12 15 20 21 24 28 29 30 33 

C2H5OH, 96% ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 
NaOH, 0,1 M ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 
NaOH, 2,0 M ± ± ± ± ± ± ± ± ± ± ± ± ± 
KOH, 0,1 M ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 
KOH, 2,0 M ± ± ± ± ± ± ± ± ± ± ± ± ± 
H2SO4, 0,1 M ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 
H2SO4, 6,0 M 10,0 8,5 12,0 7,5 5,0 15,0 18,0 6,0 24,0 9,0 12,5 5,0 11,0 
HCl, 0,1 M ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 
HCl, 6,0 M 1,2 0,8 1,0 0,5 1,5 1,1 0,6 1,3 0,4 1,8 1,3 2,0 0,7 
CH3COOH, 0,1 М ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 
CH3COOH, 8,75 М 18,5 21,0 24,0 25,0 20,0 19,0 27,0 26,5 15,0 30,0 22,0 24,5 23,0 

Примечание. «‒» ‒ образцы не растворились; «±» ‒ образцы набухли, но не растворились. 

0

50

100

150

200

1 3 6 11 12 15 20 21 24 28 29 30 33

М
ас

со
ва

я 
до

ля
 в

од
ы

, 
по

гл
ощ

ен
но

й 
об

ра
зц

ом
, %

 

Номер образца 



Л.С. Дышлюк, А.Ю. Просеков, Л.К. Асякина. Изучение свойств биоразлагаемых пленок… 
L.S. Dyshlyuk, A.Yu. Prosekov, L.K. Asyakina. Property study of natural polysaccharide… 

708 
 

ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 
 

  
 

 

Результаты изучения деградации пленок в 
модельных биологических средах, приближен-
ных по составу к биологическим жидкостям ор-
ганизма – желудочному и кишечному соку, при-
ведены в табл. 6. 

Данные, представленные в табл. 6, свиде-
тельствуют о том, что в буферном (рН = 7,4) и 
физиологическом растворах все тестируемые 
образцы пленок растворяются с низкой скоро-
стью. Максимальная скорость биодеградации в 
буферном растворе отмечена для образцов 
№ 11 (180 ч) и 33 (195 ч), в физиологическом  
 

растворе – для образцов № 3 (95 ч) и 15 (100 ч). 
Быстрая биодеградация в модельном  

желудочном соке характерна для образцов № 2 
(15 ч), 20 (17 ч) и 33 (17 ч), в модельном ки- 
шечном соке – для образцов № 3 (5 ч), 33 (6 ч) 
и 15 (7 ч). 

В табл. 7 представлены результаты изуче-
ния токсикологических показателей биоразла-
гаемых упаковочных материалов (токсичность 
для фитопланктона (одноклеточных зеленых 
водорослей) и зоопланктона (низших ракооб-
разных)). 

Таблица 6 
Деградация пленок, полученных на основе растительных полисахаридов,  

в модельных биологических средах 
Table 6 

Degradation of natural polysaccharides based films  
in simulated biological media 

 

Модельные  
биологические среды 

Продолжительность деградации образца, ч 

Номер образца 

2 3 6 11 12 15 20 21 24 28 29 30 33 

Буферный раствор, рН = 7,4 255 315 200 180 205 310 300 280 260 275 305 212 195 
Физиологический раствор 175 95 150 165 125 100 130 150 170 110 105 160 180 
Кишечный сок 12 5 15 24 20 7 11 22 8 12 25 9 6 
Желудочный сок 15 20 25 18 24 20 17 16 22 21 26 19 17 

 

Таблица 7 
Токсикологические показатели пленок, полученных  

на основе растительных полисахаридов 
Table 7 

Toxicological parameters of natural polysaccharides based films 
 

Номер 
образца 

Тест-организм* Тест-реакция** Кратность разведения  
до безопасного уровня 

Класс  
опасности 

Общий класс 
опасности 

2 
1 A 0,75 V 

IV 
2 B 5,14 IV 

3 
1 A 1,04 V 

V 
2 B 0,90 V 

6 
1 A 0,78 V 

V 
2 B 0,94 V 

11 
1 A 0,85 V 

V 
2 B 1,00 V 

12 
1 A 0,70 V 

IV 
2 B 2,13 IV 

15 
1 A 6,76 IV 

IV 
2 B 15,34 IV 

20 
1 A 0,72 V 

V 
2 B 1,03 V 

21 
1 A 12,11 IV 

IV 
2 B 0,79 V 

24 
1 A 7,18 IV 

IV 
2 B 10,00 IV 

28 
1 A 1,11 V 

IV 
2 B 4,52 IV 

29 
1 A 0,90 V 

V 
2 B 0,71 V 

30 
1 A 8,15 IV 

IV 
2 B 12,06 IV 

33 
1 A 14,38 IV 

IV 
2 B 1,04 V 

* Тест-организм: 1 – Chlorella vulgaris Beijer; 2 – Daphnia magna; 
** Тест-реакция: A – ингибирование роста тест-культуры, B – смертность. 
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Из табл. 7 следует, что по степени токсиче-
ского воздействия на природные экосистемы об-
разцы упаковочных материалов № 2, 12, 15, 21, 
24, 28, 30 и 33 относятся к IV классу опасности 
(малоопасные), а образцы № 3, 5, 11, 20 и 29 –  
к V классу опасности (практически неопасные). 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ  
Изучены свойства биопленок тринадцати 

рецептур на основе комбинаций природных по-
лисахаридов (агар-агар, гидроксипропилметил-
целлюлоза и каррагинан). Устанолено, что все 
тестируемые пленки являются биоразлагаемыми. 

Минимальная устойчивость изучаемых пле-
нок наблюдалась в концентрированной соля- 
ной кислоте (период полного растворения –  
0,4–2,0 ч), в концентрированной серной кисло- 
те (период полного растворения – 5,0–24,0 ч)  
и в концентрированной уксусной кислоте (пери-
од полного растворения – 15,0–30,0 ч). 

При определении токсикологических ха-
рактеристик образцов изучаемых биоразлагае-
мых пленок установлено, что они относятся к IV 
классу опасности (малоопасные) и V (практически 
неопасные), то есть токсического воздействия на 
природные экосистемы не отказывают.  
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Клональное микроразмножение  
и сохранение в условиях in vitro двух сортов  
хурмы восточной (Diospyros kaki thunb.) 
 
© И.В. Митрофанова, Н.Н. Иванова, Т.Н. Кузьмина, С.Ю. Хохлов 
 
Ордена Трудового Красного Знамени Никитский ботанический cад –  
Национальный научный центр РАН, г. Ялта, Республика Крым, Российская Федерация  

 
Резюме: Цель исследования – усовершенствование способа регенерации микропобегов хурмы  
восточной сортов Сувенир Осени и Южная Красавица селекции Никитского ботанического сада и 
оптимизация условий для беспересадочного 12-месячного депонирования хурмы восточной в усло-
виях in vitro с целью дальнейшего создания генобанка ценных субтропических сельскохозяйствен-
ных культур. Исследования по введению эксплантов в культуру in vitro и регенерации микропобе-
гов хурмы проводили в лаборатории биотехнологии и вирусологии растений ФГБУН Ордена Тру-
дового Красного Знамени «Никитский ботанический сад» – Национальный научный центр РАН. 
Для регенерации микропобегов использовали среду Мурасиге и Скуга (МС) с регуляторами рос- 
та – 6-бензилапинопурин (БАП) и 3-(1,2,3-тиадиазолин-5)-1-фенилмочевина (ТДЗ). Для сохранения 
in vitro сегменты микропобегов помещали на питательную среду ¼ нормы МС, дополненную саха-
розой и хлорхолинхлоридом (ССС). Культуральные сосуды помещали в холодильные камеры с низ-
кой положительной температурой (4–14 °С). В ходе экспериментов установлена индуцирующая 
роль БАП (2–4 мг/л) в питательной среде МС на этапе индукции побегообразования, что обеспе-
чивало стабильную прямую регенерацию микропобегов из вегетативных почек хурмы  восточной. 
Максимальное число нормальных микропобегов без видимых изменений получено на среде МС,  
дополненной 4 мг/л БАП: 2,0±0,4 шт. – у сорта Сувенир Осени, 2,7±0,4 шт. – у сорта Южная  
Красавица. Средняя длина микропобегов достигала 1,90±0,04  см для сорта Сувенир Осени и 
3,1±0,07 см – для сорта Южная Красавица. Наличие в среде МС ТДЗ способствовало формирова-
нию микропобегов путем непрямого органогенеза в культуре высечек листа исследуемых сортов. 
Частота побегообразования из высечек листа достигала 65–79 % через 6 недель культивирова-
ния на средах с 1,1 и 1,7 мг/л ТДЗ. Различия морфогенетического потенциала эксплантов  
прослеживались на протяжении всех этапов развития. Данные гистологических исследований 
каллуса подтверждают наличие пролиферативно активных клеток, которые дают начало мери-
стемам микропобегов. Показана стабилизирующая роль 60,0 г/л сахарозы и 0,2–0,4 г/л ССС в  
среде ¼ МС при температуре сохранения 8–10 °С на жизнеспособность эксплантов хурмы в  
течение 12 месяцев. 
 
Ключевые слова: Diospyros kaki, микроразмножение, in vitro, органогенез, депонирование 
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In vitro cloned micropropagation  
and conservation for two cultivars  
of Diospyros kaki (Diospyros kaki Thunb.) 
 

© Irina V. Mitrofanova, Natalya N. Ivanova,  
Tatyana N. Kuzmina, Sergey Yu. Khokhlov 
 
The Labor Red Banner Order Nikitsky Botanical Gardens –  
National Scientific Center of the RAS, Yalta, the Republic of the Crimea, Russian Federation  
 
Abstract: The study is aimed at improving the microsprout regeneration method for the 'Suvenir Oseni' and 
'Yuzhnaya Krasavitsa' Diospyros kaki (persimmon) cultivars of the Nikitsky Botanical Gardens. The breeding 
of and optimising the conditions for non-stop 12-month in vitro deposition of kaki persimmon was carried out 
for the purpose of creating a gene bank of valuable subtropical crops. The explanting of in vitro culture and the 
regeneration of persimmon microsprouts was carried out in the laboratory of plant biotechnology and virology 
of the "Nikitsky Botanical Gardens" National Scientific Centre RAS. For regeneration of microsprouts,  
Murashige and Skoog medium (MSO) containing 6-benzylapinopurin (BAP) and 3-(1,2,3-Thiadiazolin-5)- 
1-phenylurea (TDZ) growth regulators was used. In order to ensure in vitro preservation, microsprout seg-
ments were placed in a nutrient medium composed by ¼ of normal MS, sucrose and chlorocholinchloride 
(CCC). The culture vessels were placed in refrigerators to maintain a low positive temperature (4–14 °С).  
In the course of the experiments, the inducing role of BAP (2–4 mg/L) in the MS nutrient medium at the induc-
tion stage of spout formation was established to ensure stable direct regeneration of microsprouts from the 
vegetative burgeons of kaki persimmon. The maximum number of normal microsprouts having no visible 
changes was obtained in MS medium having a BAP concentration of 4 mg/L and equal to 2.0±0.4 and 
2.7±0.4 pcs. for the 'Suvenir Oseni' and 'Yuzhnaya Krasavitsa' cultivars, respectively. The average length  
of microsprouts reached 1.90±0.04 cm for the 'Suvenir Oseni' cultivar, while, for 'Yuzhnaya Krasavitsa', this  
value was equal to 3.1±0.07 cm. The presence of TDZ in the MS medium facilitated the formation of  
microsprouts through indirect organogenesis in the leaf cutting culture of the studied cultivars. The frequency 
of spout formation from leaf cuttings reached 65–79 % following 6 weeks of cultivation on media with 1.1 and 
1.7 mg/L concentration of TDZ. Differences in the morphogenetic potential of explants were traced throughout 
all stages of development. Data from histological callus studies confirm the presence of proliferatively active 
cells giving rise to microsprout meristems. The concentration of 60.0 g/L and 0.2–0.4 g/L for sucrose and 
CCC, respectively, contained in ¼ MS medium was shown to stabilise the viability of persimmon explants at a 
storage temperature of 8–10 °С for 12 months. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Никитский ботанический сад – одно из 

старейших научных учреждений, широко извест- 
ное за пределами современной России. Его 
сотрудниками за многие годы была собрана 
уникальная коллекция хурмы восточной (Dios- 
pyros kaki Thunb.), состоящая из 120 сортов и 
перспективных форм [1]. Почвенно-климати- 
ческие условия южного берега Крыма оказа- 
лись вполне пригодными для успешной аккли- 
матизации этой субтропической культуры. 

Плоды хурмы полезны, питательны, при- 
годны для употребления в свежем виде или 
после технологической переработки. Мякоть 
зрелых плодов содержит целый ряд витаминов, 
каратиноидов, микро- и макроэлементов, а 
также органические соединения йода, кальция 
и железа [2]. 

Традиционные методы вегетативного раз- 
множения плодовых культур довольно тру- 
доемки и в недостаточной степени эффек- 
тивны. Современные биотехнологии растений  
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позволяют получить необходимое количество 
генетически стабильных оздоровленных реге- 
нерантов [3]. Разработаны способы регене- 
рации отдельных сортов хурмы из вегетатив- 
ных почек, высечек листьев и культивируемого 
каллуса в условиях in vitro [4–6]. В иссле- 
дованиях установлена зависимость регенера- 
ционной способности эксплантов отдельных 
сортов хурмы восточной от сроков изоляции, 
способа стерилизации, наличия регуляторов 
роста в питательной среде [7, 8]. 

Использование методов культуры ткани и 
органов позволяет решать такие задачи, как 
массовое размножение видов, сортов и форм и 
последующее создание медленно растущих 
коллекций [9, 10]. Создание коллекций расте- 
ний in vitro является одной из составляющих 
частей стратегии охраны биологического разно- 
образия растений1

 [11–13]. 
Целью данной работы было усовершен-

ствование способа регенерации микропобегов 
хурмы восточной сортов Сувенир Осени и Юж-
ная Красавица селекции Никитского ботаниче-
ского сада, последующая оптимизация условий 
для беспересадочного 12-месячного депониро-
вания хурмы восточной в условиях in vitro в 
рамках создания генобанка ценных субтропи-
ческих плодовых культур. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Материалом для биотехнологических иссле- 

дований послужили 2 сорта хурмы восточной – 
Сувенир Осени и Южная Красавица, произрас- 
тающие в коллекции Никитского ботанического 
сада. В условия in vitro были введены веге- 
тативные почки изучаемых сортов хурмы. 

Исследования по введению эксплантов в 
культуру in vitro и регенерации микропобегов 
хурмы восточной проводили в лаборатории 
биотехнологии и вирусологии растений ФГБУН 
«Ордена Трудового Красного Знамени Никит- 
ский ботанический сад – Национальный науч- 
ный центр РАН» с применением различных 
биотехнологических методов2

 [14–16]. Вегета- 
тивные почки хурмы стерилизовали 1 мин в 
70 %-м этаноле, 15 мин в растворе, содержащем 
0,3–0,4 % Cl2 (Дез ТАБ, Китай), затем в 1 %-м 
растворе Thimerosal (Sigma, США) с добав- 
лением 2–3 капель детергента Tween 20 (Sigma, 
США). После каждого реагента экспланты 
промывали 3 раза стерильной дистиллирован- 

                                                           
1
 Международная программа ботанических са-

дов по охране растений / под ред. И. Смирнова, 
В.Л. Тихоновой; пер. на рус. яз. Ю. Лисиной. М.: 
Междунар. совет ботан. садов по охране рас-
тений. Botanic Gardens Conservation Interna- 
tional. 2000. 57 с. 
2
 Бутенко Р.Г. Биология клеток высших расте-

ний in vitro и биотехнологии на их основе: учеб. 
пособие. М.: ФБК-ПРЕСС, 1999. 160 с. 

ной водой. Все операции выполняли с помощью 
пинцетов, скальпелей и одноразовых стериль- 
ных лезвий (Medec Instrument Group Co., Герма- 
ния). Для стерилизации инструментов исполь- 
зовали стерилизатор Tau Quartz 500 (Италия). 

Изолированные вегетативные почки поме- 
щали на среду MС (Murashige, Skoog, 1962) [17], 
дополненную 30 г/л сахарозы и 10 г/л агар-
агара (Panreac, Испания), а также регуляторами 
роста: 1,0–5,0 мг/л 6-бензиламинопурина (БАП), 
0,7–2 мг/л зеатина и 0,1–0,3 мг/л β-индолил- 
3-масляной кислоты (ИМК) (Sigma, США). рН пи- 
тательной среды до значения 5,7 доводили 1 н. 
раствором NaOH (рН/Ion meter S220 Mettler  
Toledo AG, Швейцария). Питательные среды 
автоклавировали при 120 °С в течение 5 мин в 
автоклаве/стерилизаторе LAC 5060S (Daihan 
Labtech, Южная Корея). Регуляторы роста 
вводили в среды после автоклавирования в 
стерильных условиях бокса биологической без- 
опасности SC2 («ESCO»,Сингапур) с помощью 
стерильных фильтров Millex-GP (Германия). 

Для оздоровления от вирусной инфекции 
применяли вироцид рибавирин (виразол, 1-бета- 
D-рибофуранозил-1Н-1,2,4-триазол-3-карбокс- 
амид) (Sigma, США), введенный непосредст- 
венно в питательную среду в концентрации 
10 мг/л. Экспланты культивировали на стел- 
лажах при температуре 24±1 °С в 16-часо- 
вом фотопериоде и интенсивности освещения 
37,5 мкМ м-2

 с-1
.  

Высечки листьев размером 1×1 см поме- 
щали на среду МС с добавлением 0,2; 0,6; 1,1; 
1,7 и 2,2 мг/л 3-(1,2,3-тиадиазолин-5)-1-фенил- 
мочевины – ТДЗ (Duchefa Biochemie, Голлан- 
дия). Контрольной была среда МС без ТДЗ. 
Экспланты культивировали на стеллаже в 
стандартных условиях и в отсутствие освеще- 
ния при 25±1 °С в термостате MIR 254 (SANYO, 
Япония). 

Для депонирования в качестве исходных 
эксплантов использовали сегменты микропо- 
бегов исходных растений размером 1,0–1,5 см. 
В экспериментах применяли модифициро- 
ванную питательную среду ¼ нормы МС. В 
состав среды были включены макро- и микро- 
элементы (Sigma, США), витамины (Sigma, 
США), 0,2–0,4 г/л хлорхолинхлорида ССС 
(BASF, Германия), 60 г/л сахарозы и 10 г/л 
агар-агара. Контролем служила среда ¼ МС 
без ингибиторов роста. Стаканчики закрывали 
стерильной пищевой фольгой толщиной 14 мкм 
(«Саянская», Россия), сверху изолировали гер- 
метизирующей пленкой Parafilm М (Bemis, США). 
Экспланты помещали в холодильные камеры 
марки Liebcherr FKvsl 4113 (Австрия) с интен- 
сивностью освещения 1,25–3,75 мкМ м-2

 с-1при 
температуре 4, 6, 8, 10, 12 и 14 °С. При введении 
эксплантов на депонирование записывали 
основные показатели: генотип, дату закладки 
на депонирование, размер экспланта (длину,  

http://yandex.ru/clck/jsredir?from=yandex.ru%3Bsearch%2F%3Bweb%3B%3B&text=&etext=1563.FmIKzmKEExOzTTHfDmdVH5SrvV0q1QhSWCFhldAWkJS2JBLpk1mrV3plok9FBIt70k9a5wZ7CgjVOTUyXj78Cg.dd34514c88f663bd2428f221ad4951754eb6e52f&uuid=&state=PEtFfuTeVD5kpHnK9lio9bb4iM1VPfe4l70UU2W70KV0VzLyb0nEEw,,&&cst=AiuY0DBWFJ5Hyx_fyvalFLu-KOnaY3WnNhL73Fm_BK1pbxjO461HxJtXcD-Th8qNBFiOBAfIGNlpRz9cvWWl7cypz41OF7dTH9tYIBmhiRxBQwS1U1Tg3KooMZrKT8iA6xukhD6zY8OODQ6nTdyMJN2bVWM5lc8iB7VhzTyQwQE4Dy19ncIlBpBpyXGz91xThfLNSaeyCu2Mu5op6zxw3aykCj11yZOmqcR-DEqHnC5DrFF1lCHt-6lf20a3WKKvCQuYtJ6V8X47oneVSp9FwlwWcInuh2-upfEzTMVrnEAQ6gCoHczZxSAv5xVXhtXbkoyYfQk4lTUdllrO8fJvRdSe_RU07oN7MXDktv4-UFrI-IB7dKVUHw45vTAQIf8JuRHgd3efEk4EWTo2PrNAwQzfZFshjNRlPH3XVPK61O81_EEx0STMBhUHB4144i3i7bOg2SEJOD6OtKjy1XjJ1RjucREIOvyO1jQNDGX-uXaS5FSt199kmOpZuAIDaD-uTJRa12VE82g,&data=UlNrNmk5WktYejR0eWJFYk1LdmtxdkFzVFFIdUJ2cTAxOV9zY2tPSVh0c1ktaEN6Mkd5aEhpV1M0b2g4b092bVRSZ2N5OHlIaVNmNzBVSUhlelJlaFlsaktlNkwtUXZrQ1ZMOXlybHdweVhPM3RKcXAxQ0t6d09hbmJtOE80QTU3aThKd0E4b1RHODdtcVpELTdNeWV3LCw,&sign=853e82e724eec1c85e3eaaa62c6e2465&keyno=0&b64e=2&ref=orjY4mGPRjk5boDnW0uvlrrd71vZw9kpA_ZVgdiAhm7sBDTEKEp9FVkXwZNMGUiCaXX7tZCJs9vkrUCyMB7d5XMS6m1rN5B7esg-3WStORgnjMWAhA6IZABqLxYnXcGQwpoOpggtkV_92y7NGyUTtHYFnXKpDqajJrVymRn7wtqRzmQQn0DYn4YVJru-mcbFnuRhGS0zS8xKyZuYM3motEQH2Q10rkY-Mw6X31EctkMPrSMTpmTI1SeGudozxnqE4QO337vH0gQ,&l10n=ru&cts=1507102912687
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количество междоузлий), температуру депони- 
рования, питательную среду, концентрацию 
ингибиторов роста. Растительный материал 
фиксировали через 6 месяцев культивирова- 
ния. Проводили оценку сохраняемого расти- 
тельного материала по таким показателям, как 
длина микропобега, окраска экспланта, коли- 
чество адвентивных микропобегов, количество 
листьев на микропобеге, количество корней на 
микропобеге, длина корня, жизнеспособность. 
Эти показатели определяли кинетику роста 
растений. 

Для проведения гистологического анализа 
каллусные структуры фиксировали в растворе 
F.A.A. (formalin : acetic acid : alcohol 70 % – 
7 : 7 : 100). Для обезвоживания материала 
использовали водные растворы этилового спир- 
та и изопропиловый спирт. В качестве про- 
межуточной среды при заливке объектов в 
парафин применяли ксилол. Период инфиль- 
трации парафином составлял 5–7 суток [18]. 
Серийные парафиновые срезы толщиной 10 μm 
делали на ротационном полуавтоматическом 
микротоме RMD-3000 (OOO «МедТехникаПоинт», 
Россия). Постоянные препараты окрашивали 
гематоксилином и алциановым синим [19]. 
Анализ препаратов проводили с помощью 
микроскопа AxioScope A.1 (Zeiss, Германия) со 
встроенной системой анализа изображений 
AxioCamERc5s (Zeiss, Германия) и программ- 
ного приложения AxioVision Rel. 4.8.2. (Zeiss, 
Германия). 

Всю обработку данных осуществляли с 
помощью программы Statistica for Windows, 6.0  
 

(StatSoft, Inc. 1984–2001). 
 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Максимальное количество эксплантов, ре-

генерировавших микропобеги, получали в де-
кабре–феврале. На питательной среде МС с 
уменьшенной вдвое концентрацией азота через 
6 недель культивирования наблюдали форми-
рование розетки листьев, затем – микропобега. 
Установлено, что изолированные вегетативные 
почки хурмы изучаемых сортов имели различ- 
ный морфогенетический потенциал. На 4-й не- 
деле культивирования наблюдали выдвижение 
1–3 листьев у эксплантов сорта Южная Кра- 
савица, в то время как у эксплантов сорта 
Сувенир Осени – 1 листа. Различие морфоге- 
нетического потенциала эксплантов прослежи- 
валось на протяжении всех этапов развития. 

В ходе экспериментов было изучено влия- 
ние БАП на индукцию побегообразования изу- 
чаемых сортов хурмы восточной из закрытых 
вегетативных почек в условиях in vitro. Известно, 
что наиболее эффективным для клонального 
микроразмножения хурмы является применение 
зеатина на этапе индукции побегообразования и 
массового размножения [5, 14]. Часто на этапе 
введения эксплантов используют БАП, а зеатин 
применяют для удлинения и формирования 
адвентивных микропобегов [7]. 

В вариантах среды МС с 1,0–2,0 мг/л БАП 
для двух сортов среднее количество микропо-
бегов на эксплант составляло 1,4±0,3 шт. для 
сорта Сувенир Осени и 1,7±0,3 – для сорта 
Южная Красавица (рис. 1). 

 
 

Рис. 1. Влияние концентраций БАП в среде МС на количество 
микропобегов / эксплант у двух сортов хурмы 

в условиях in vitro на этапе индукции побегообразования 
 

Fig. 1. Effect of BAP concentrations in MS medium on the number 
of microshoots / explant in two persimmon cultivars 

at the stage of the shoot formation induction under in vitro conditions 
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Максимальное число нормально развитых 
микропобегов получено на среде МС, допол-
ненной 4 мг/л БАП: 2,0±0,4 шт. – у сорта Суве-
нир Осени, 2,7±0,4 шт. – у сорта Южная Кра- 
савица. Средняя длина микропобегов достига-
ла 1,90±0,04 см для сорта Сувенир Осени и 
3,1±0,07 см – для сорта Южная Красавица. 
Увеличение концентрации БАП до 5 мг/л незна-
чительно увеличивало количество микропобе-
гов, однако большая часть из них была овод-
ненной. 

Для удлинения побеги субкультивировали 
на среду МС, дополненную 0,8–1 мг/л зеатина. 
Средняя длина микропобегов через 4 недели 
культивирования достигала 2,5–3,0 см. Даль- 
нейшее микрочеренкование в условиях in  vitro 
позволило увеличить количество микропобегов. 

Для определения основных факторов, спо- 
 

собствующих непрямой регенерации микропо- 
бегов в культуре листовых эксплантов 2-х сор- 
тов хурмы восточной в условиях in vitro, было 
изучено влияние ТДЗ в питательной среде. 
Выявлено, что каллусообразование на среде 
МС, дополненной 1,1 и 1,7 мг/л ТДЗ, активнее 
происходило в термостате. Дальнейшее куль- 
тивирование при температуре 24±1 °С, 16-ти 
часовом фотопериоде и интенсивности осве- 
щения 37,5 мкМ м-2

 с-1
 приводило к формирова- 

нию на его поверхности шарообразных струк- 
тур, из которых в последствии развивались 
микропобеги. Представленные результаты сог- 
ласуются с данными, полученными для сортов 
хурмы Никитская Бордовая и Золотистая [4, 20]. 
Частота побегообразования из высечек листа 
достигала 65–79 % через 6 недель культиви- 
рования на средах с 1,1 и 1,7 мг/л ТДЗ (рис. 2). 

   
a b c 

 

Рис. 2. Морфогенный каллус хурмы восточной:  
а – сорт Сувенир Осени; b – сорт Южная Красавица, с – регенерация  

микропобегов из каллуса у сорта Сувенир Осени (масштаб 1 см) 
 

Fig. 2. Persimmon morphogenic callus: a – cultivar Suvenir Oseni;  
b – cultivar Yuzhnaya Krasavitsa, c – microshoot regeneration from callus  

in the cultivar Suvenir Oseni (scale 1 cm) 
 

Гистологический анализ каллусов сортов 
хурмы Южная Красавица и Сувенир Осени по-
казал, что они представлены плотными скопле-
ниями паренхимных клеток со слабо выражен-
ными цитоплазмой и ядерными структурами. 
Клетки с более плотной цитоплазмой и отчет-
ливо выраженными ядрами наблюдали на пе-
риферии структур, при этом во внешних слоях 
каллусных структур также располагались клет-
ки с утолщенными стенками и цитоплазмой, 
насыщенной включениями вторичных метабо-
литов. Зоны пролиферативных клеток отмече-
ны как на периферических слоях каллусов, так 
и в толще паренхимных клеток. В то же время 
меристематически активные клетки, располо-
женные на внешних слоях каллусной структу-
ры, как правило, дают начало микропобегам, 
что наиболее характерно для сорта Южная 
Красавица. Кроме того, у исследуемых сортов 
выявлены случаи образования глобулярных 
структур, типичных для ранних стадий эмбрио-
генеза (рис. 3). 

Другим путем реализации морфогенеза, 
отмеченным для данных сортов, является гисто-
генез проводящих элементов, сопровождаю-
щийся поляризацией клеток, утолщением кле-
точных стенок и последующей их перфорацией. 

В первом пассаже получено 4 микропо- 
бега / эксплант у сорта Сувенир Осени, 5 – у 
сорта Южная Красавица. Микропобеги отделяли 
и субкультивировали на среде МС, дополненной 
0,8–1 мг/л зеатина. Присутствие в среде МС 
0,2 мг/л, 0,6 мг/л и 2,2 мг/л ТДЗ способствовало 
формированию неморфогенного каллуса. На 
среде без цитокинина не наблюдали признаков 
морфогенеза.  

Возможности создания генобанка культур 
in vitro для длительного хранения ценных пло-
довых растений является одной из основных 
задач биотехнологии. Большое значение в куль-
туре тканей и органов имеет разработка условий 
длительного сохранения пробирочных растений 
in vitro как резервного банка ценных видов, сор-
тов и форм различных культур1

 [11, 12, 15, 21, 22]. 
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Рис. 3. Фрагменты поперечных срезов каллусов хурмы сортов  
Южная Красавица (а) и Сувенир Осени (b) с морфогенными структурами 

 

Fig. 3. Fragments of persimmon calluses cross sections with the morphogenic structures  
of the cultivars Yuzhnaya Krasavitsa (a) and Suvenir Oseni (b) 

 

Серьезным препятствием для сохранения 
растений при нормальной температуре (20–26 °С) 
является старение эксплантов или потеря жиз-
неспособности, что происходи в результате 
многоразовых субкультивирований. При дли- 
тельном депонировании большое значение 
имеет определение оптимального уровня тем-
пературы, при котором замедляются метаболи-
ческие процессы растений in vitro и ограничи-
вается скорость их роста [9, 10, 23, 24]. 

На эффективность сохранения раститель- 
ного материала в условиях in vitro влияет ряд 
факторов. Различные методические приемы не 
должны вызывать необратимых изменений или 
повреждения материала, необходимо обеспе- 
чивать возможность последующего культиви- 
рования растительного материала в стандарт- 
ных условиях с высокими количественными 
показателями. 

Для изменения кинетики роста в наших 
исследованиях было использовано комплекс- 
ное влияние низкой положительной темпера- 
туры и наличия в питательной среде осмоти- 

ков и ретардантов. Предварительные исследо- 
вания позволили установить оптимальные кон- 
центрации ССС в питательной среде ¼ нормы 
МС – 0,2–0,4 г/л, способствующие минимали- 
зации роста растений при сохранении их жиз- 
неспособности [14]. Проведенный скрининг 
депонируемых в течение 6 месяцев культур 
показал, что при концентрации ССС 0,2–0,4 г/л, 
сахарозы 60 г/л и температуре 4–6 °С жизне- 
способность эксплантов у растений хурмы 
находилась в пределах 30–68 %. Сегменты по-
бегов имели зелено-коричневую или коричневую 
окраску, было отмечено отсутствие их роста. 
При температуре 8–14 °С наблюдали замед- 
ление роста эксплантов в 1,5 раза по сравнению 
с контролем, при этом они оставались зелеными 
и образовывали 1–2 листочка.  

Увеличение времени сохранения in vitro 
эксплантов хурмы восточной сортов Южная Кра- 
савица и Сувенир Осени до 12 месяцев позво- 
лило установить значения температуры (8–10 °С), 
при которых жизнеспособность эксплантов 
оставалась на уровне 80 % (рис. 4).  

 

 
 

Рис. 4. Жизнеспособность эксплантов хурмы восточной после 12 месяцев  
сохранения на питательной среде ¼ МС, дополненной 0,2 г/л ССС  
и 60 г/л сахарозы в генобанке in vitro при различной температуре  

 

Fig. 4. Viability of persimmon explants after 12 months  
of preservation on ¼ MS culture medium, supplemented with 0,2 g/L CCC  

and 60 g/L sucrose in the in vitro genebank at different temperatures 
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Отмечено снижение кинетики роста в 2  
раза по сравнению с контролем. Наряду с этим 
наблюдали появление бурой окраски и выде- 
ление продуктов окисления полифенолов в пи- 
тательную среду (окрашивание среды в свет- 
ло-коричневый цвет). Увеличение температу-
ры до 12 и 14 °С способствовало резкому сни- 
жению жизнеспособности эксплантов вслед- 
ствие интенсивного выделения продуктов  
окисления полифенолов, некрозу ткани и даль- 
нейшей гибели эксплантов. Низкие положи-
тельные температуры (4 и 6 °С) также оказа-
лись неэффективными для 12-месячного сох- 
ранения эксплантов изучаемых сортов хурмы 
восточной в условиях генобанка in vitro. 

Проведенное тестирование депонируемых 
эксплантов по морфо-биологическим призна- 
кам на питательной среде для индукции ре- 
генерационных процессов указывало на сохра- 
нение морфогенетического потенциала и спо- 
собности к регенерации микропобегов у 80 % 
эксплантов после 12 месяцев сохранения при 
температуре 8–10 °С. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
В результате проведенных исследований  

 

выявлены два основных пути регенерации 
микропобегов хурмы восточной сортов Су- 
венир Осени и Южная Красавица в условиях 
in vitro. Показано, что наличие в питатель- 
ной среде МС 4 мг/л БАП обеспечивало ста-
бильную прямую регенерацию в культуре ве-
гетативных почек. Выявлены сортовые раз- 
личия морфогенетического потенциала исход-
ных эксплантов. Присутствие в среде МС 1,1  
и 1,7 мг/л ТДЗ способствовало непрямому  
органогенезу в культуре высечек листьев. Ги-
стологический анализ подтвердил наличие 
меристематически активных клеток, располо-
женных на внешних слоях каллусной структу-
ры, как правило, дающих начало микропо- 
бегам. 

Разработаны методические подходы сох- 
ранения растительного материала in vitro в 
условиях замедленного роста с целью создания 
генобанка ценных субтропических плодовых 
культур. Показана стабилизирующая роль саха-
розы и ССС в среде ¼ нормы МС, а также опти-
мальной температуры сохранения (8–10 °С) на 
жизнеспособность эксплантов двух сортов хур-
мы восточной в течение 12 месяцев депониро-
вания. 
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Резюме: Целью данной работы являлось исследование биохимического состава плодов яблонь, 
произрастающих в Южном Прибайкалье, и определение качественных характеристик яблочного 
вина, полученного брожением на древесной щепе в условиях сверхвысокой концентрации дрожжей. 
Определены основные физико-химические показатели и суммарное содержание фенольных соедине-
ний соков шести сортов яблони. Методом рентгенофлуоресцентной спектрометрии в плодах  
яблок сорта Красноярский снегирек определено содержание макро- и микроэлементов (Na, Mg, Al, Si, 
P, S, Cl, K, Ca, Ti, Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Br, Rb, Sr, Zr, Pb и Ba). Из макроэлементов в наибольшем  
количестве найден К (0,762 %), в меньшем количестве содержится Fe (0,006 %). Показано повыше-
ние качественных характеристик яблочного виноматериала при брожении на щепе в условиях 
сверхвысокой концентрации дрожжей. Окислительно-восстановительный потенциал стал ниже на 
80 мВ. Дегустационная оценка возросла на 0,7 балла. Интенсивность окраски снизилась  на 
0,392 нм, оттенок изменился на 0,3 нм. Методом ВЭЖХ-УФ-МС исследовано изменение состава 
фенольных соединений в процессе брожения сока. В соках и виноматериале идентифицированы  
фенольные соединения, относящиеся к фенолкарбоновым кислотам (производным ароматичес- 
ких углеводородов), производным дигидрохалконов, флаван-3-олов и флавонолов. Показано снижение 
содержания общего количества фенольных соединений при брожении на щепе по отношению к 
контролю более чем в 3 раза. Подтверждено увеличение скорости брожения сусла на 72 ч. Доказана 
возможность получения соков с повышенной физиологической ценностью и белых малоокисленных 
вин из зимостойких сортов яблонь Южного Прибайкалья. 
 
Ключевые слова: зимостойкие сорта яблок, яблочный сок, сусло, виноматериал, насадки из яблоч-
ной древесины, компонентный состав, фенольные соединения, сахарокислотный индекс, макро- и 
микроэлементый состав сырья 
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Study of the biochemical composition  
of fruits of the Southern Baikal apple tree  
and its wine products fermented on wood chips 
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Alexandra N. Chesnokova*, Elena V. Chuparina***,  
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Abstract: The present work is aimed at studying the biochemical composition of apple fruits growing in the 
Southern Baikal region, as well as the determining the qualitative characteristics of apple wine obtained by 
fermentation on wood chips under ultrahigh yeast concentration. The main physicochemical parameters and 
the total content of phenolic compounds in juices of six apple breeds are determined. For the fruits of 
'Krasnoyarskiy Snegirek' variety, the content of macro- and microelements (Na, Mg, Al, Si, P, S, Cl, K, Ca, Ti, Cr, 
Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Br, Rb, Sr, Zr, Pb and Ba) was analysed by X-ray fluorescence spectrometry. Among the  
macronutrients, K was established to be presented in the largest amount (0.762 %), while the quantity of  
Fe (0.006 %) appears to be significantly lower. An increase is detected in the qualitative characteristics of  
apple wine material during fermentation on wood chips under ultrahigh yeast concentration. The redox poten-
tial was shown to have decreased by 80 mV. The tasting score increased by 0.7 points. Additionally, the  
colour intensity decreased by 0.392 nm and the hue changed by 0.3 nm. The HPLC-UV-MS method was  
applied to study the change in the composition of phenolic compounds during juice fermentation. Phenolic 
compounds related to phenolcarboxylic acids (derivatives of aromatic hydrocarbons), derivatives of 
dihydrochalcones, flavan-3-ols and flavonols were identified in juices and wine materials. As compared to the con-
trol, a threefold decrease in the total amount of phenolic compounds during fermentation on wood chips was  
obtained. The must fermentation rate was confirmed to increase by 72 hours. The possibility of obtaining  
juices with increased nutritional value and low-oxidised white wines from winter-hardy apple breeds of the 
Southern Baikal region was demonstrated. 
 
Keywords: winter-hardy apple breeds, apple juice, must, wine material, apple wood nozzles, component 
composition, phenolic compounds, sugar-acid index, macro- and microelement composition of raw materials 
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ВВЕДЕНИЕ 
Современное развитие отрасли виноделия 

и расширение ее ассортимента предполагает 
обеспечение постоянного и гарантированного 
качества выпускаемой продукции, что является 
основой политики добросовестного и уважаю-
щего себя винодельческого предприятия. В ра-
ботах отечественных ученых Н.К. Могилянского, 
А.С. Вечера, А.Н. Юрченко, Е.П. Франчука и 
других показано, что высококачественные пло-
дово-ягодные вина в ряде случаев не уступают 
виноградным. Это связано с тем, что исходное 

сырье содержит гораздо больше функциональ-
ных компонентов (витаминов, ароматообразую- 
щих веществ, фенольных, азотистых, пектино-
вых и других соединений), которые определяют 
повышенную физиологическую ценность полу-
чаемых продуктов и позволяют в широких пре-
делах менять органолептические характеристи-
ки [1]. 

В условиях Южного Прибайкалья основной 
семечковой культурой для производства нату-
ральных белых малоокисленных вин является 
яблоня. Местные сорта яблони отличаются вы- 
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сокой экстрактивностью, кислотностью и терп-
ким вкусом. В сравнении с привозными, мест-
ные плоды накапливают в своем составе боль-
ше пектиновых веществ, полифенольных со-
единений (катехины, флавонолы, антоцианиди-
ны и другие соединения ряда С6–С3–С6), позво-
ляющих легче зимовать в суровых климатиче-
ских условиях. 

Традиционно малоокисленные белые яблоч- 
ные вина отличаются от остальных типов вина 
хорошо развитым сортовым ароматом, гармо-
ничным, тонким и легким вкусом. Для этих вин 
недопустимы тона окисленности и даже незна-
чительной мадеризации, которые резко снижа-
ют их качество. 

Увеличение сроков хранения вин и их ста-
бильность – предмет пристального внимания 
ученых и технологов-виноделов. При производ-
стве вин необходимо предотвратить нежела-
тельные изменения органолептических и физи-
ко-химических свойств в течение гарантийного 
срока годности [2, 3]. Имеющиеся данные иссле- 
дований отечественных и зарубежных ученых в 
области стабилизации вин свидетельствуют об 
изменениях основных теоретических представ-
лений о характере формирования помутнений 
физико-химической природы. В основном про-
блемы связаны с образованием сложных ком-
плексных соединений высокомолекулярных ве-
ществ, катализаторами реакции образования 
которых часто являются катионы металла (же- 
лезо, кальций, алюминий и др.)1

 [2–7]. 
К наиболее распространенным необрати-

мым помутнениям белых столовых вин относят 
коллоидные, которые обусловлены наличием 
комплекса биополимеров в виноматериале,  
состоящего из полисахаридов, белковых и фе-
нольных соединений2. Фенольные соединения 
вина к тому же являются агентам окисления, мо-
гут быть инициаторами свободно-радикальных 
реакций и вовлекать в этот процесс значитель-
ное количество компонентов вина. Как правило, 
результатом этих процессов становятся неже- 
лательные органолептические трансформации 
(изменения цветовых и ароматических характе-
ристик, появление тонов окисленности во вкусе) 
и образование осадка [8]. 

Однако нужно заметить, что наличие фе-
нольных соединений в продукте питания опре-
деляет и его положительные качества, поскольку 
они проявляют антиоксидантные3

 [9–11], проти-
вовоспалительные, антиканцерогенные, проти- 
 
  

1
 Христева О.П. Совершенствование технологии 

стабилизации белых сухих вин: автореф. дис. … 
д-ра техн. наук: 253.03. Кишинев, 2019. 33 с. 
(20.05.2019). 
2
 Толстенко Д.П. Разработка методики опре-

деления оптимальной схемы обработки белых 
столовых виноматериалов: дис. … канд. техн. 
наук: 05.18.07. Ялта, 2002. 148 с. 

вовирусные, антипаразитарные и бактерицид-
ные [12–14] свойства. Синтез полифенолов в 
клетках человека невозможен [15]. Таким обра-
зом, важной задачей виноделов становится раз-
работка технологии производства белых вин, 
сбалансированных по своему фенольному сос- 
таву, что позволит не допустить процессов окис-
ления в них, гарантируя стабильность готовой 
продукции. 

Поэтому исследование изменения химичес- 
кого состава бродящего яблочного сусла на раз-
ных этапах технологического процесса является 
актуальной задачей. В работе проведены опыты 
по сбраживанию яблочного сусла в условиях 
сверхвысокой концентрации дрожжей на дре-
весной щепе [16–18]. 

Цель данного эксперимента – исследование 
биохимического состава плодов яблонь, выра-
щенных в Южном Прибайкалье, и определение 
качественных характеристик яблочного вина, 
полученного брожением на древесной щепе. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Результаты ранних исследований [19–23] 

показывают, что мелкоплодные сорта яблок, вы-
ращенных в Иркутской области, в частности на 
территории Южного Прибайкалья, отличаются 
от привозных сортов более высоким (в 3–4 раза) 
содержанием витамина С и фенольных сое- 
динений. Плоды этих яблок имеют оригиналь-
ный вкус, уникальный химический состав, а также 
хорошие технологические показатели перера-
ботки при производстве качественной соковой 
и винной продукции [22, 24]. Поэтому объекта-
ми исследования были выбраны плоды мелко-
плодных зимостойких сортов яблок: Ранетка 
Каменно-ангарская, Ранетка Ермолаева, Ранет- 
ка пурпуровая, Веселовка, Красная гроздь и 
Красноярский снегирек. Отбор проб проводили 
на участках крестьянско-фермерского хозяйст-
ва «Иркутский садовод» в районе ТСЖ «Моло-
дежный» Иркутской области в первой половине 
сентября 2016 г. Плоды собирали в фазе по-
требительской зрелости, без повреждений вре-
дителями и болезнями с целой или сломанной 
плодоножкой [22]. 

Для получения сока яблоки измельчали на 
ножевой дробилке (размер частиц не превышал 
5 мм) и отжимали на гидравлическом прессе 
(максимальное давление на мезгу – 5 атм, ско-
рость увеличения давления – 0,15 атм/мин). 

Для брожения сусла использовали сухие 
винные дрожжи Saccharomyc bayanus. Предва-
рительно проводили процесс гидратации дрож-
жевых клеток, которые затем вносили в виде 
дрожжевой разводки в сусло (70 % жизнеспо-
собных клеток в количестве 0,1 г. на литр). Бро- 
 

  

3
 Чурсина О.А. Развитие научных основ техно-

логии коллоидной стабилизации вин: дис. …  
д-ра техн. наук: 05.18.01. Ялта, 2012. 297 с. 
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жение проводили периодическим методом. Бро-
дильную смесь подавали в ёмкость для броже-
ния, заполненную щепой из древесины яблони 
в несколько приемов для достижения требуе-
мой концентрации дрожжевых клеток (3–5 млн 
клеток в 1 мл бродильной смеси). Таким спосо-
бом получали виноматериал (образец 1). Кон-
тролем служило сусло, сброженное в тех же 
условиях, но в емкости без щепы (образец 2). 
Температура брожения поддерживалась в ин-
тервале 18–20 °С [22]. 

Способ брожения тихих и игристых вин на 
насадках активно используется на производст-
ве. Известно, что применение насадки способ-
ствует увеличению поверхности контакта фаз. 
Это приводит к быстрому увеличению концен-
трации дрожжевых клеток в среде. Как следст-
вие, ускоряются процессы формирования каче-
ственных характеристик готовых вин. В качест-
ве насадок для иммобилизации дрожжей при-
меняют различные материалы с достаточно 
развитой поверхностью: полиэтиленовые и ке-
рамические кольца, кольца Рашига, буковую 
стружку (буковые ролики), прошедшие предва-
рительную обработку. 

В данной работе проведено исследование 
применения древесной щепы в качестве насад-
ки для брожения. В качестве материала для 
насадок использовали яблочную древесину в 
возрасте 10 лет, размер которой варьировал в 
диапазоне, мм: длина – 3–20; ширина – 3–12; тол-
щина – 1–3. Перед использованием щепу под-
вергали четырехстадийной обработке. Сортиро- 
вание щепы осуществляли вручную, визуально. 
Щепу нужного размера кипятили в 0,8 %-м рас-
творе карбаната натрия (Na2CO3), в течение 
30 мин с кратностью кипячения 5–6 раз. Затем 
щепу отмывали от экстрагента проточной во-
дой до нейтральной реакции и отправляли на 
сушку при температуре 96–100 °С, до влаж- 
ности 15–20 % [24].Обработанной насадкой за-
полняли емкость для брожения на 2/3 объема 
бродильного резервуара. 

Определение механических показателей 
сырья (размер, форма и др.), микробиологиче-
ские анализы сусла (определение общего ко-
личества, а также мертвых и живых клеток; 
оценка физиологического состояния дрожжей и 
др.)4

 и физико-химических показателей сока и 
виноматериала проводили по общепринятым 
стандартным методикам: 

– относительную плотность сусла, г/см3
 – 

ареометрическим методом по ГОСТ Р 51619;  
– содержание растворимых сухих веществ, % 
– рефрактометрическим методом по ГОСТ 

Р 51433;  
 
  

4
 Лозовая Т.С. Микробиология: лабораторный 

практикум для студентов по направлению под-
готовки «Продукты питания из растительного 
сырья». Иркутск: Изд-во ИРНИТУ, 2017. 70 с.  

– массовую концентрацию титруемых ки-
слот в пересчете на яблочную кислоту, г/дм3

 – 
потенциометрическим титрованием по ГОСТ   
Р 51434;  

– массовую долю редуцирующих сахаров в 
соках, % – фотоколориметрическим методом по 
ГОСТ 8756,13–87;  

– содержание витамина С, % – методом ви-
зуального титрования по ГОСТ 24556;  

– массовую концентрацию летучих кислот, 
г/дм3

 – по ГОСТ 32001;  
– объемную долю этанола – по ГОСТ  

Р 51653;  
– кислотность Еh и рН – потенциометриче-

ским методом по ГОСТ 6687.4;  
– содержание железа с железистосинеро-

дистым калием, мг/дм3
 – по ГОСТ 13195;  

– оптические характеристики вин – по ме-
тодике, представленной в работе [25]; 

– общее количество сахара в виномате-
риалах – методом Дюбуа [26]. 

Содержание химических элементов в ябло- 
ках определяли методом рентгенофлуорес-
центной спектрометрии (РФА). Метод основан 
на зависимости интенсивности характеристиче-
ской флуоресценции элемента от его массовой 
доли в анализируемой пробе. Интенсивность 
рентгеновской флуоресценции определяемых 
элементов пересчитывается в единицы концен-
траций по математическим моделям, получен-
ным в результате градуировки спектрометра. 

Для определения Na, Mg, Al, Si, P, S, Cl, K, 
Ca, Ti, Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Br, Rb, Sr, Zr, Pb и 
Ba анализируемую пробу готовили в виде таб-
летки. Для этого растительный материал вна-
чале измельчали в агатовой ступке до порошка 
менее 100 мкм, затем отбирали навеску 0,5 г, 
которую далее прессовали в виде таблетки-
излучателя на подложке из борной кислоты. 
Измерения интенсивности аналитических ли-
ний выполняли на волнодисперсионном рент-
геновском спектрометре S4 Pioneer (Bruker, 
Германия). Для расчета концентраций строили 
линейные градуировочные зависимости, исполь- 
зуя программное обеспечение спектрометра 
Spectra

Plus
 и стандартные образцы состава: 

клубней картофеля СБМК-02, зерен пшеницы 
СБМП-02

5, листа березы ЛБ-1 (ГСО 8923-2007), 
луговой травосмеси Тр-1 (ГСО 8922-2007), ки-
тайский образец листьев чая (GBW 07605)

6
 и 

польские стандартные образцы муки соевых 
 

  

5
 Стандартные образцы химического состава 

природных минеральных веществ: метод. ре-
комендации / авт.-сост. Н.В. Арнаутов. Новоси-
бирск: Изд-во ИГиГ СО АН СССР, 1987. 204 с. 
6
 Certificate of Certified Reference Material Human 

Hair, Bush Twigs and Leaves, Poplar Leaves and 
Tea (GSV-1, 2, 3, 4 and GSH-1) / Institute of Geo-
physical and Geochemical Exploration. Langfang 
China, 1990. 
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бобов INCT-SBF-4 и кукурузной муки INCT-CF-3. 
Правильность РФА оценили сравнением ре-
зультатов определения содержаний элементов 
в польском стандартном образце состава тра-
восмеси INCT-MPH-2 с аттестованными значе-
ниями. Сопоставление данных показало, что 
результаты РФА хорошо согласуются с серти-
фицированными значениями. 

Определение общего содержания полифе-
нолов (мг/дм3) проводили спектрофотометри-
ческим методом, основанным на окислении 
фенольных соединений в исследуемых образ-
цах реактивом Фолина – Чокальтеу в щелочной 
среде. Калибровали по галловой кислоте [27]. 

Полифенольные соединения в исследуемых 
образцах идентифицировали методом хромато-
масс-спектрометрии на ВЭЖХ Agilent 1200 в со-
четании с (МC) детектором Agilent 6210 [22, 23]. 

В эксперименте готовили эфирные экстрак-
ты из сусла и виноматериала. Для этого прово-
дили исчерпывающую экстракцию диэтило- 
вым эфиром при температуре 40 °С в тече- 
ние 6 ч. Полученный сухой остаток перераство-
ряли в смеси метанол : вода (70 : 30, об./об.), вы-
держивали в ультразвуковой ванне в течение 
30 мин и затем центрифугировали 30 мин при 
10000 мин-1. Надосадочную жидкость анализиро-
вали методом ВЭЖХ-МС. Условия ВЭЖХ-МС ана-
лиза: колонка Zorbax 300SB C18 (5 мкм, 
150×2,1 мм); температура колонки – 35 °С; элюент 
A – 0,1 % гептафторбутановая кислота (ГФБК) в 
воде; элюент Б – 0,1 % ГФБК в ацетонитриле. 
Элюирование колонки осуществлялось в гра-
диентном режиме: от 10 до 100 % элюента Б за 
30 мин; поток элюента – 0,15 мл/мин; объем 
вводимой пробы – 4 мкл. Длины волн детекти-
рования – 210, 260, 290 и 360 нм (дополнитель-
но регистрировали УФ-спектры в диапазоне 
190–400 нм); диапазон детектируемых  масс, 
m/z, – 26–3200; напряжение на капилляре – 
3,5 кВ; температура газа-носителя (N2) – 
325 °С, поток газа-носителя – 5 л/мин [22]. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Плоды зимостойких сортов яблони (Крас-

ноярский cнегирек, Красная гроздь, Ранетка 
Пурпуровая, Ранетка Ермолаева, Веселовка и 
Ранетка Каменно-ангарская) для эксперимента 
отбирали в стадии потребительской зрелости, 
без повреждений вредителями и болезнями. 
Плодоножки при наличии не удаляли. 

У сорта Красноярский снегирек плоды мел-
кие (масса варьирует от 25,0 до 35,0 г.) По фор-
ме округлые с закрытой маленькой чашечкой. 
Кожица гладкая, по окраске в основном зелено-
ватая, частично красная размытая и полосатая. 

 
  

7
 Кустова И.А. Разработка технологии новых пи- 

щевых продуктов с использованием экстрак-тов 
из вторичного виноградного сырья: дис. … канд. 
техн. наук: 05.18.01. Краснодар, 2016. 186 с. 

Мякоть не окрашена, плотная, мелкозерни-
стая и сочная. Выход сока составил 71,8 %. По-
лученный из плодов сок имел светло-розовый 
цвет за счет перехода красящих веществ из ко-
жицы. Аромат – характерный яблочный, вкус – 
умеренный кислый слаботерпкий. 

Плоды сорта Красная гроздь очень мелкие, 
массой 20,0–38,0 г, приплюснуто-округлой фор-
мы. Основная окраска – желтая, покровная – 
темно-красная, занимает примерно до половины 
плода. Мякоть по цвету кремовая, на вкус соч-
ная. Выход сока составил 59,2 %. Цвет сока – 
розовый, аромат – характерный яблочный,  
вкус – умеренный кисло-сладкий. 

Для плодов ранетки Пурпуровой характе-
рен исключительно мелкий размер – от 8,0 до 
10,0 г, форма плоская и плоско-округлая, окра-
ска темно-красная. Мякоть по цвету желтая, 
имеет красные прожилки, текстура плотная и 
сочная. Вкус кислый и терпкий. Выход сока со-
ставил 65,8%.Сок по цвету насыщенный розо-
вый, аромат – яркий яблочный, вкус – кислый и 
довольно терпкий. 

Размер плодов Ранетки Ермолаева мел- 
кий – 8,0–12,0 г, округло-овальной формы. 
Окраска плодов: основная – желтая, покров- 
ная – темно-красная. Мякоть с красными про-
жилками. Выход сока составил 53,7 %. Цвет со- 
ка – розовый, аромат – характерный яблочный, 
вкус – умеренный кислый и слабый терпкий. 

Плоды сорта Веселовка – однородные 
округлой формы массой до 35,0 г. Основная 
окраска – золотисто-желтая, покровная – тем-
но-малиновая по всему плоду. Мякоть имеет 
кремовый цвет, текстура средней плотности, 
сочная, по вкусу умеренно кисло-сладкая. Вы-
ход сока составил 52,8 %.Сок ярко-розовый, 
аромат – характерный яблочный.  

Для плодов Каменно-ангарской ранетки 
характерен мелкий размер (20,0–30,0 г) и при- 
плюснуто-округлая форма. Основная окраска 
плодов – желто-зеленая со слабо розовым ру-
мянцем, цвет мякоти – кремовый. Выход сока в 
среднем составил 55,5 %. Сок по окраске – 
светло-розовый, аромат – типичный яблоч- 
ный, вкус – кисло-сладкий с небольшой терпко-
стью. 

Минеральный состав плодов в большей 
степени определяется видовой принадлеж- 
ностью, экологической обстановкой места его 
произрастания и агротехникой. Учитывая, что 
отбор проб проводился с одного участка, эле-
ментный состав определяли для сорта Красно-
ярский снегирек. По данным РФА, в воздушно- 
сухом материале плодов обнаружены следую-
щие макроэлементы, %: Na – 0,008; Mg – 0,056; 
Al – 0,002; Si – 0,012; P – 0,141; S – 0,05;  
K – 0,762; Ca – 0,099; Mn – 0,01; Fe – 0,006.  
Из микроэлементов в плодах присутствуют, в 
ppm: Ti – менее 4; Cr – 7; Ni – 2, Cu < 8; Zn – 15, 
Rb – 8; Sr – 9, Ba – 16, Pb – менее 3. 
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Из макроэлементов в наибольшем количе-
стве найден К (0,762), который, как известно, 
оказывает благоприятное действие на сердеч-
ную деятельность (суточная потребность взрос-
лого человека – 5 мг). В меньшем количестве 
содержится Fe (0,006), обладает кроветворной 
способностью, но в вине является причиной по-
мутнений (белый и черный касс). Содержание 
тяжелых металлов в плодах находится в преде-
лах допустимых концентраций, предусмотрен-
ных в СанПиН 2.3.2.560-96. 

Биохимический состав и процентное соот-
ношения компонентов во многом определяют 
качество сока. По полученным данным экстрак-
тивные вещества соков представлены в основ-
ном сахарами и кислотами. Эти технологические 
показатели сока не нормируются, однако имеют 
важное значение. По мнению ряда авторов (на-
пример, [2, 28, 29]), наиболее благоприятными 

для производства качественных натуральных 
вин являются соки, содержащие более 9 % са-
харов и 6–9 г/дм3 органических кислот. Повыше-
ние содержания кислот (особенно яблочной) 
становится причиной неприятной резкости во 
вкусе (так называемая зелёная кислотность)8

. 
Содержание фенольных соединений, как и 

содержание органических кислот, не относится к 
нормируемым показателям сока или вина, но оп-
ределяет физиологическую ценность продукта. 
Их количество зависит от содержания в исходном 
сырье. Кроме того, существенное влияние могут 
оказывать технологические режимы переработки 
(степень измельчения, температура, наличие ан-
тиоксидантов, активность ферментов полифено-
локсидазы и пероксидазы) [12]. Физико-хими- 
ческие показатели соков шести сортов мелко-
плодных яблок, выращиваемых на территории 
Южного Прибайкалья, представлены в табл. 1. 

 
Таблица 1 

Физико-химические показатели соков исследованных сортов 
Table 1 

Physicochemical characteristics of juices obtained from the studied apple varieties 
 

Сорт яблок 
Содержание 

сухих 
веществ, % 

Сумма 
сахаров, 

% 

Титруемая 
кислотность, 

г/дм3
 

Сахаро-кислотный 
индекс 

Витамин С,  
мг/100 см3 

Сумма 
фенольных 
соединений, 

мг/дм3 

Красноярский снегирек 12,1 11,5 7,8 15 9,5  290 
Красная гроздь 13,8 12,5 7,2 17 13,7  166 
Каменно-ангарская 12,8 11,5 8,7 13 12,5  180 
Ранетка Пурпуровая 18,7 17,0 9,9 17 21,0  202 
Ранетка Ермолаева 19,5 18,1 6,7 27 11,2  174 
Веселовка 20,1 18,5 9,3 20 10,5  154 

 
В соответствии с результатами, представ-

ленными в табл. 1, наиболее высокое содержа-
ние фенольных соединений отмечено в соке из 
яблок сорта Красноярский снегирек – 290 мг/дм3

, 
в том числе 10,57 мг/дм3

 приходится на долю 
антоцианов. Самое низкое содержание феноль-
ных веществ – в сорте Веселовка – 154 мг/дм3

, 
при этом сорт отличается высоким содержа- 
ние сухих веществ – 20,1 %, в том числе саха-
ров – 18,5 %. 

Титруемая кислотность в изученных образ-
цах варьирует от 6,7 (Ранетка Ермолаева) до 
9,9 г/дм3

 (Ранетка Пурпуровая). 
По литературным данным, для производст-

ва соков и вина наиболее пригодными являются 
сорта, сахаро-кислотный индекс которых нахо-
дится в диапазоне 10–20 ед., при этом хорошо 
ощущается кислый вкус. При коэффициенте 5–9 
яблоки кажутся очень кислыми, а в диапазоне 
25–30, наоборот, пресными [2, 29]. В изучаемых 
сортах минимальный сахарокислотный индекс 
(13) – у сорта ранетка Каменно-ангарс- 
кая, а максимальный (20) – у сорта Веселовка. 

На содержание витамина С большое влия-
ние оказывают сезонные погодные условия. В 
среднем оно составляет 15–20 мг/100 см3. Макси- 

мальное содержание витамина С (21,0 мг/100 см3
) 

найдено в соке, приготовленном из ранетки  
Ермолаева, что вдвое выше, чем в соке из яблок 
Красноярский снегирек (9,5 мг/100 см3

). 
Для брожения выбрали сок сорта Красно-

ярский снегирек. Динамика процесса накопле-
ния этанола показана на рис. 1. Использование 
древесной щепы при брожении позволяет дрож- 
жевым клеткам закрепляться на поверхности 
щепы, быстро наращивать биомассу, что спо-
собствует ускорению процесса брожения. 

Согласно данным диаграммы, образова-
ние этанола в обоих виноматериалах проис-
ходило активнее в период начального броже-
ния и медленнее – в период дображивания. 
Процесс брожения виноматериала на щепе 
(образец 1) закончился на 7-е сутки, на 72 ч 
быстрее, чем в контроле (образец 2), бро-
дившем в аналогичных условиях без щепы. 
Этому способствовало создание на поверх-
ности древесины более благоприятных усло-
вий для развития дрожжевых клеток вследст- 
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вие сорбции на древесине физиологичес- 
ки активных соединений: p-активных феноль-
ных веществ, аминокислот и других стимуля-
торов роста. Кроме того, щепа благоприят- 
но влияла на газовый режим, ускоряя вы- 

деление CO2. Окончание брожения отсле- 
живали путем измерения количества оста- 
точного сахара. Физико-химические показа- 
тели готовых образцов вин представлены в 
табл. 2. 

 

 

Рис. 1. Динамика накопления этанола в образцах 
 

Fig. 1. Ethanol accumulation in samples 
 

Таблица 2 
Физико-химические показатели образцов вин 

Table 2 
Physicochemical characteristics of wine samples 

 

Показатель 
Образец виноматериала 

1 2 

Титруемая кислотность в пересчете на яблочную, г/дм3
 7,60 7,50 

Массовая концентрация суммы сахаров, г/100 cм3
 0,20 0,15 

Массовая концентрация летучих кислот, г/дм3
 0,15 0,20 

Объёмная доля этилового спирта % об. 5,90 6,00 
Массовая концентрация железа, мг/дм3

 1,40 1,70 
Массовая концентрация суммы фенольных соединений, мг/дм3 

538,90 1914,70 

 
Как видно из данных, представленных в табл. 2, 
по содержанию этанола существенных различий 
не наблюдается: 5,9 % – в образце 1, 6,0 % – в 
контроле, при остаточном сахаре 0,2  
и 0,15 г/дм3

 соответственно. По мере накопления 
этилового спирта в бродящем сусле происходи- 
ло незначительное понижение титруемой кис- 
лотности: с 7,8 – в соке (см. табл. 1) до 7,6 – в 
образце 1 и до 7,5 – в образце 2. Активная ки-
слотность (pН) в образце 1 колебалась в преде- 
лах 3,2–3,9. Окислительно-восстановительный 
(Eh) потенциал в первый день брожения резко 
снизился с 340 до 155 мВ, в конце брожения  
составил 160 мВ. В контроле (образец 2) снижал-
ся только до 170 (на 3-й день) и в конце снова 
вырос до 210 мВ. Известно, что в начале бро- 
жения снижение Еh происходит в результате  
потребления растворенного кислорода активны-
ми дрожжами и выделения в среду восстанавли-
вающих веществ (глютатиона и цистеина). Учи-

тывая, что при брожении на щепе (образец 1) 
концентрация дрожжей выше, снижение Еh по-
тенциала наблюдается больше. Причиной более 
низкого Еh потенциала в образце 1 в конце бро-
жения могло быть вызвано снижение массовой 
концентрации фенольных соединений, которые 
принимают активное участие в окислительно-
восстановительных процессах, являясь субстра-
том окисления. Окисление полифенолов до хи-
нонов имеет высокий Eh (714 мВ) и приводит к 
увеличению окислительно-восстановительного 
потенциала вина во втором образце из-за их 
большей концентрации. 

При брожении на щепе (образец 1) наблю-
дали изменение оптических характеристик вино-
материала по сравнению с контролем (рис. 2), 
что, по-видимому, связано с замедлением окис-
лительных процессов за счет сорбции красящих 
оттенка окраски (образец 1 – 2,4 нм; образец 2 – 
2,1 нм). Эти оптические характеристики явля- 
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ются критериальными показателями дегуста- 
ционной оценки винной продукции. По этим 
особенностям можно судить о типе вина, его  
качестве, возрасте и наличии недостатков. 

Другим подтверждением протекания про-
цесса сорбции красящих и фенольных сое- 
динений на поверхности щепы служат резуль- 
таты измерения содержания фенольных сое- 

динений по отношению к контролю. Измере- 
ния показали снижение фенольных веществ бо-
лее чем в 3 раза (с 1,915 в образце 2 до 
0,539 мг/100 см3

 в образце 1, в том числе  
содержание мономерных – с 0,479 (обра- 
зец 2) до 0,141 (образец 1) и полимерных  
с 1,436 (образец 2) до 0,398 мг/100 см3

 (обра- 
зец 1)). 

 

 

Рис. 2. Окраска виноматериала на третьи сутки брожения:  
а – бродящего на древесной щепе (образец 1); b –контрольный (образец 2) 

 

Fig. 2. Color of wine material on the third day of fermentation: 
а – fermentation on wood chips (sample 1); b – control wine material (sample 2) 

 
Данные о компонентном составе феноль-

ных соединений в экстрактах сока и виномате-
риалов были получены на основе хроматогра-
фирования эфирной фракции образцов путем 
извлечения выбранного ионного тока (EIC, 
extractedionchromatogram) из полного ионного 
тока (TIC). Экстрагировать фенольные соедине-
ния из растительного сырья можно различными 
методами и растворителями. Для таких образцов, 
как кожица и мякоть яблок (а также и винограда7

)  
используют водно-спиртовые и водно-ацетоно- 
вые смеси [30, 31]. Для анализа жидких сред  
(яблочные соки и вино) возможно применение 
адсорбции полифенолов на полиамиде [30, 31] 
или экстракция диэтиловым эфиром или этил- 
ацетатом [32 и др.]. Поэтому в эксперименте 
выбран именно этот растворитель. 

Компонентный состав фенольных соедине-
ний в виноматериалах приведен в сравнении с 
ранее полученными данными для сока из яблок 
сорта Красноярский снегирек [23] и представлен 
в табл. 3. 

Из приведенных в табл. 3 данных видно, что 
в составе сока было идентифицировано 15 фе-
нольных соединений. В их состав входят фенол-

карбоновые кислоты (3), дигидрохалконы (3), 
флаван-3-олы (2), флавонолы и их гликозиды (7). 

Обнаруженные в соке три фенолкарбоно-
вые кислоты (хлорогеновая, кофейная, параку-
марилхинная), характеризуются, по данным ли-
тературных источников, антимикробным [12, 28], 
противоопухолевым [13, 14] и антиоксидант- 
ным [9–11] действиями. Эти кислоты частично 
сохраняются в виноматериалах и оказывают по-
ложительное воздействие на здоровье человека. 
Однако кофейная кислота в виноматериалах не 
была обнаружена, что может быть связано со 
снижением ее концентрации в результате окис-
ления и взаимодействия с компонентами вина, 
что согласуется с литературными данными. Из-
вестно, что она чаще встречается в виде эфиров 
с органическими кислотами (хинной, яблочной, 
винной) [35]. Присутствие хлорогеновой кислоты 
(эфир кофейной и хинной кислот) служит этому 
подтверждением. 

Из дигидрохалконов в соке найдены харак-
терный для сидровых сортов яблок флорид- 
зин [36–38], флоретин и 2’-О-ксилозидфлоре- 
тина. Эти же соединения найдены в составе ви-
номатериалов после окончания брожения. 

 

 

 
а  b 
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Таблица 3 

Изменение состава фенольных соединений сока и готовых виноматериалов 
 

Table 3 
Composition of phenolic compounds of juice and wine materials 

 

Фенольное соединение Брутто 
TR(MS), 

мин 
[M+H]+теор. УФmax, 

нм 
Сок 

Образец 
вина 

1  2 

Фенолкарбоновые кислоты: 
хлорогеновая кислота (1) C16H18O9 4,1 355,102 326 + + + 
кофейная кислота (3,4-диоксикоричная кислота) (2) C9H8O4 5,0 181,050 325 + – – 
паракумаровая кислота (оксикоричная кислота) (3) C16H18O8 6,1 339,107 312 + + + 

Производные дигидрохалконов: 
2’-О-ксилозид-флоретина (4) C26H32O14 14,2 569,187 284 + + + 
флоридзин (5) C21H24O10 15,1 437,144 284 + + + 
флоретин (2,4,6,4'-тетрагидроксидигидро-халкон) (6) C15H14O5 15,4 275,091 286 + + + 

Флаван-3-олы: 
(+)-катехин (7) C15H14O6 9,5 291,086 278 + – + 
(-)-эпикатехин (8) C15H14O6 12,6 291,086 278 + + + 

Флавонолы и их гликозиды: 

кверцетин (9) C15H10O7 17,2 303,050 372 + + + 
3-О-глюкозид-кверцетина (изокверцитрин) (10) C21H20O12 13,1 465,103 354 + + + 
3-О-галактозид кверцетина (11) C21H20O12 13,4 465,103 355 + + + 
3-О-ксилозид кверцетина (12) C20H18O11 13,3 435,092 356 + – + 
3-О-арабинозид кверцетина (13) C20H18O11 13,9 435,092 354 + + + 
3-О-рамнозид кверцетина(кверцитрин) (14) C21H20O11 14,6 449,108 350 + + + 
3-О-рутинозид кверцетина (рутин) (15) C27H30O16 12,5 611,161 356 + + + 

 
Из идентифицированных флаван-3-олов в 

соке и контрольном виноматериале (образец 2) 
обнаружены (+)катехин (7) и его изомер (-)эпи- 
катехин (8), в образце 1, сброженном на щепе, – 
только (-)эпикатехин. Отсутствие (+)катехина (7) 
может быть связано со снижением его концен-
трации ниже пороговой чувствительности при-
бора за счет сорбции на щепе. По литератур- 
ным данным, эти соединения склонны к ди-  
и полимеризации [39]. (+)Катехин образует 
 два димера: продельфинидин и проциани- 
дин В3. Эти соединения, взаимодействуя с  
белками, могут приводить к образованию кол- 
лоидных помутнений в соке и вине [40]. 

Известно, что флаванолы образуют боль-
шое число разнообразных гликозидов, которые 
чаще всего представлены производными квер-
цетина, кемферола и мерицетина [1]. По полу-
ченным данным, в образцах присутствуют квер-
цетин (9) и пять его гликозидов: 3-О-глюкозид 
кверцетина (10), 3-О-галактозид кверцетина (11),  
3-О-ксилозид кверцетина (12), 3-О-арабино- 
зид кверцетина (13), 3-О-рамнозид кверце- 
тина (кверцитрин) (14), 3-О-рутинозид кверце- 
тина (рутин) (15). Эти соединения относятся к 
физиологически активным фитонутриен- 
там, способствуя долголетию, выносливости и 
укреплению иммунитета, поскольку ингиби- 
руют окисление холестерина и являются фак- 
торами, снижающими риск развития сер- 
дечно-сосудистых и ряда других заболева- 
ний [39, 41]. 

По нормируемым показателям оба образца 
вин соответствовали требованиям ГОСТ Р 31820 
«Сидры. Общие технические условия». Однако 
яблочное вино, сброженное на щепе (образец 1), 
получило более высокую дегустационную оцен- 
ку – 8,9 балла, в сравнении с контролем (обра- 
зец 2) – 8,2 балла (по 10 бальной шкале). Обра-
зец 1 отличался более светлой соломенной окра-
ской и хорошо выраженным сортовым ароматом 
яблок. Вкус мягкий, гармоничный с легкой горчин-
кой, характерной для сидра. 

 
ВЫВОДЫ 
Таким образом, в результате проведен- 

ных исследований установлено, что все иссле-
дованные сорта мелкоплодных яблок, выра- 
щиваемых в Прибайкалье, являются перспек-
тивным сырьем для производства соков и ви- 
на, имеют оригинальные вкусовые характе- 
ристики и высокое содержание биологически  
активных веществ (фенольные соединения, ви- 
тамин С). 

В составе сока из яблок сорта Красноярский 
снегирек идентифицировано 15 полифенольных 
соединений, представленных фенолкарбоновы-
ми кислотами (3), дигидрохалконами (3), фла-
ван-3-олами (2) и флавонами (7). Наличие этих 
веществ свидетельствует о высокой физиологи-
ческой ценности продукта. 

Показано повышение качественных харак-
теристик вина, полученного брожением на дре-
весной щепе (на 0,7 балла дегустационная  
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оценка выше по сравнению с контролем). Изме-
нились оптические характеристики вина – интен- 
сивность окраски снизилась на 0,382 нм (обра-
зец 1 – 0,115 нм; образец 2 – 0,507 нм), а отте-
нок окраски показал изменение на 0,3 нм (обра-
зец 1 – 2,4 нм; образец 2 – 2,1 нм). 

Продолжительность процесса брожения при 
использовании древесной щепы сократилась  
на 72 ч. 

При брожении на щепе общее содержание 
фенольных веществ снизилось в 3 раза (с 1,915 
в образце 2 до 0,539 мг/100 см3

 в образце 1, в 

том числе содержание мономерных форм – с 
0,479 (образец 2) до 0,141 (образец 1) и поли-
мерных – с 1,436 (образец 2) до 0,398 мг/100см3

 
(образец 1)). 

Изменился состав фенольных соединений в 
сравнении с контролем в виноматериале, сбро-
женном на щепе: не выделены 3-(+)катехин (7) и 
О-арабинозидкверцетина (13). 

В целом можно отметить высокую перспек-
тивность использования приведенных сортов 
яблок в производстве высококачественных бе-
лых натуральных вин. 
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Особенности мощностных и массообменных  
характеристик биореактора с дисковыми  
перфорированными мешалками 
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Казанский национальный исследовательский технологический университет, 
г. Казань, Республика Татарстан, Российская Федерация 
 
Резюме: Продуктивность биореактора при реализации аэробных процессов биосинтеза зависит 
от интенсивности массообмена кислорода. Исследованы дисковые мешалки с перфорированной 
поверхностью, которые обеспечивают увеличение поверхности контакта газовой и жидкой фаз. 
Экспериментально установлено, что мощностные характеристики дисковых мешалок с отогну-
тыми сегментами и секторами зависят от угла наклона рабочих поверхностей. Для многоярусных 
мешалок показано, что при возрастании расстояния между ярусами в диапазоне 0–1,4 от диаметра 
мешалки показатель степени при числе ярусов в выражении суммарной мощности пропорционален 
величине указанного расстояния. При расстоянии между ярусами, превышающем диаметр мешалки 
в 1,5 и более раз, суммарная мощность равна сумме мощностей одиночных мешалок. Энергетиче-
ская эффективность процесса массообмена кислорода резко снижается при уменьшении расстоя-
ния между ярусами. Показатель эффективности процесса массопередачи кислорода зависит от 
соотношения аэрации и мощности мешалки и имеет вид кривой с насыщением. Анализ всей сово-
купности полученных экспериментальных зависимостей позволяет сделать вывод о том, что ин-
тенсивный и одновременно энергоэффективный процесс массообмена кислорода может быть 
обеспечен при малом отношении диаметра аппарата к его высоте, использовании многоярусных 
мешалок с расстоянием между ярусами, превышающими диаметр мешалки, и при удельной аэрации 
не менее 3 мин-1. Дисковые перфорированные мешалки могут быть рекомендованы к использованию 
в конструкциях биореакторов, их применение предпочтительно в процессах наработки биомасс 
аэробных микроорганизмов, в том числе при выращивании посевных культур с высокой плотно-
стью. Режимы, обеспечивающие достижение высокой плотности популяции аэробных микроорга-
низмов при скоростях массообмена кислорода, превышающих 10 кгО2/м

3·ч, характеризуются отно-
сительно невысокой энергоэффективностью (1–1,2 кгО2/кВт·ч). 
 
Ключевые слова: мешалка, перфорация, коэффициент мощности, коэффициент массопередачи 
кислорода, массообмен, энергоэффективность 
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Power and mass exchange characteristics  
of a bioreactor equipped with disk perforated mixers 
 
Rinat B. Khabibrakhmanov, Sergey G. Mukhachev 
 
Kazan National Research Technological University, Kazan, Republic of Tatarstan, Russian Federation 
 
Abstract: In the implementation of aerobic biosynthesis processes, the productivity of a bioreactor depends 
on the intensity of oxygen mass transfer. Disk mixers with a perforated surface, providing an increase in the 
contact surface of the gas and liquid phases, were studied. The power characteristics of disk mixers with bent 
segments and sectors was experimentally established to depend on the slope of the working surfaces. For  
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multi-tier mixers, the exponent regarding the number of tiers in the expression of total power was deter-
mined to be proportional to the value of the distance between tiers in the range of specified distance equal 
to 0–1.4 of the diameter of the mixer. At a distance between tiers exceeding the diameter of the mixer by 
1.5 or more times, the total power is equal to the sum of the powers of single mixers. The energy efficiency 
of the process of oxygen mass transfer decreases sharply with decreasing distance between tiers. The eff i-
ciency indicator of the oxygen mass transfer depends on the ratio of aeration and power of the mixer, 
demonstrated in the form of a saturation curve. An analysis of the obtained experimental dependences 
supports a conclusion concerning the intensive and energy-efficient process of oxygen mass transfer ob-
tained by ensuring a small ratio of the diameter of the unit to its height, use of multi -tier mixers with a dis-
tance between tiers greater than the diameter of the mixer and specific aeration of at least 3 min

-1
. Perfo-

rated disk mixers can be recommended for use in bioreactor designs with the optimal implementation in the 
processes of aerobic microorganism production, including the cultivation of high-density seed crops. At ox-
ygen mass transfer rates exceeding 10 kgO2/m

3·h, modes ensuring the achievement of a high population 
density of aerobic microorganisms are characterised by relatively low energy efficiency (1–1.2 kg O2/kWh). 
 
Keywords: mixer, perforation, power factor, oxygen mass transfer coefficient, mass transfer, energy efficiency 
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ВВЕДЕНИЕ 
Производительность биологических реакто-

ров определяется плотностью популяции мик-
роорганизмов-продуцентов. Вместе с тем при 
повышении плотности культуры возникают за-
труднения в обеспечении клеток газообразными 
компонентами питания. В случае аэробных куль-
тур таким компонентом является кислород. Ис-
следование мощностных и массообменных ха-
рактеристик биореакторов необходимо для ре-
шения задач энергосбережения и интенсифика-
ции абсорбции кислорода в аэробных процессах 
биосинтеза. Одним из типов мешалок, обеспе-
чивающих интенсификацию процессов массо-
обмена кислорода в условиях повышенных кон-
центраций биомассы микроорганизмов, являют-
ся дисковые мешалки с перфорированными 
наклонными поверхностями [1, 2]. Однако тех-
нические характеристики мешалок данного типа 
исследованы недостаточно. В то же время из-
вестно, что мешалки с наклонными поверхно-
стями имеют большую энергетическую эффек-
тивность по сравнению с турбиной Раштона [3]. 
Целью настоящей работы являлось получение 
экспериментальных зависимостей, отражающих 
связи между конструктивными и режимными па-
раметрами аппаратов с дисковыми перфориро-
ванными мешалками. 

Обозначения. 
dM – диаметр мешалки, мм; 
β – угол наклона сегментов, секторов, ра-

диан; 
SM – общая площадь мешалки, см2

; 
SL – площадь сегментов, секторов, см2

; 
SLM = 100 · SL / SM – доля площади лопа-

стей от общей площади мешалки, %; 

SO – площадь перфорации, см2
; 

SOL = 100 · SO / SL – доля площади перфо-
рации от площади сегментов, %; 

SLZ = sin(βR) · SL – проекция сегментов на 
вертикальную плоскость, см2

; 
SMZ = SLZ · (100 - SOL) / 100 – проекция не-

перфорированной поверхности на вертикаль-
ную плоскость, см2

; 
SMZm – суммарная проекция неперфориро-

ванной поверхности m ярусов многоярусной 
мешалки на вертикальную плоскость, см2

; 
BW – ширина отражательной перегородки, м; 
hB – высота отражательной перегородки, м; 
nB – количество отражательных перегородок; 
ReM – критерий Рейнольдса; 
EuM – критерий Эйлера; 
V – скорость аэрации, м3/мин; 
VG – удельная аэрация, мин-1

; 
Va – относительная скорость аэрации; 
ψ – отношение проекции сегментов или 

секторов на вертикальную плоскость к общей 
площади диска; 

K0 – коэффициент мощности для одно-
ярусных мешалок при отсутствии перегородок; 

KP – коэффициент мощности для одно-
ярусных мешалок при наличии перегородок; 

Kmax – коэффициент мощности для одно-
ярусных мешалок при длине перегородок, рав-
ной высоте столба жидкости (H, м); 

KN – обобщенный коэффициент мощности 
для одноярусных мешалок; 

L – расстояние мешалки от днища аппара-
та, см; 

∆L – расстояние между ярусами много-
ярусной мешалки, см; 
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N – мощность одноярусной мешалки, Вт; 
NΣ – мощность многоярусной мешалки, Вт; 
NL – удельная мощность мешалки, Вт/л; 
Na/N – отношение мощностей, вводимых 

мешалкой в аэрируемую и неаэрируемую среды; 
I – ток в цепи якоря двигателя привода ме-

шалки, А; 
m – число ярусов многоярусной мешалки; 
y – показатель степени при числе ярусов 

многоярусной мешалки; 
w – параметр эффективности, кгО2/кВт·ч; 
u – режимный параметр, м3/кВт·мин; 
n – угловая скорость вращения мешал- 

ки, мин-1
; 

Е – энергетическая эффективность массо-
передачи кислорода, кгО2/кВт·ч; 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Конструктивные параметры биореактора 

и встроенных элементов. 
Известен ряд конструктивных решений эле-

ментов биореактора, обеспечивающих интенсив-
ный режим аэрации и массообмена кислорода. 
К таким конструкциям относится и многоярусная 
дисковая мешалка с перфорированными по-
верхностями [1, 4]. В отличие от турбинной ме-
шалки с наклонными лопастями, для которой 

характерно уменьшение мощности в 3 раза при 
изменении угла наклона от 60 до 30° [5], мощ-
ность дисковой мешалки уменьшается в 2,5 ра-
за. Диски имеют отогнутые сегменты (рис. 1, а) 
или секторы, образующие гофры (рис. 1, b) с 
перфорированной поверхностью, за счет чего 
осуществляется режим разнонаправленных пуль- 
саций и диспергация газового потока с возник-
новением мелкоячеистой динамической пены.  
Интенсификация массообмена кислорода обес- 
печивается при этом за счет существенного 
увеличения поверхности контакта фаз. 

Угол наклона рабочих поверхностей явля-
ется основной технической характеристикой 
мешалок данного типа. Перфорация представ-
ляет собой конические отверстия (усеченный 
конус, большее основание которого на каждой 
половине диска с отгибами и на каждой поло-
вине гофра обращено в сторону набегания по-
тока).  

Геометрические параметры исследованных 
ярусов дисковой мешалки представлены в табл. 
1, где № 1–5 – диски с отогнутыми сегментами, 
№ 6 –«гофрированный» диск. Параметры отра-
жательных перегородок: количество – 4, ширина 
– 15 мм, высота – 142 мм, расстояние нижнего 
края перегородки от днища – 70 мм. 

 

  
а b 

 

Рис. 1. Мешалки различной конструкции с перфорированной поверхностью 
 

Fig. 1. Stirrers of various design with perforated surface 
 

Таблица 1  
Геометрия ярусов дисковых мешалок 

 

Table 1 
Disk stirrer geometry 

 

Параметр 
Конструкция яруса мешалки 

№ 1 № 2 № 3 № 4 № 5 № 6 

Диаметр, мм 100 100 100 100 100 100 
Угол наклона, град. 10° 17° 23° 35° 55° 20° 
Площадь лопастей (сегменты, секторы), см2

 53,8 53,8 53,8 53,8 53,8 64,4 
Доля площади лопастей, % от общей площади мешалки 68,5 68,5 68,5 68,5 68,5 82,0 
Проекция лопастей на вертикальную плоскость, см2

 9,3 15,7 21,0 30,9 44,1 22,0 
Доля площади перфорации лопастей, % 15,8 15,8 15,8 15,8 15,8 13,2 
Проекция неперфорированной поверхности  
на вертикальную плоскость, см2

 
7,9 13,2 17,7 26,0 37,1 19,1 

Отношение проекции сегментов или секторов  
на вертикальную плоскость к общей площади диска 

0,10 0,17 0,23 0,33 0,47 0,24 
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Конструктивные параметры реактора, мм: 
внутренний диаметр – 150; высота отбортовки 
днища – 70; высота царги с рубашкой теплооб-
мена – 210; высота крышки с полусферической 
верхней частью – 150.  

Измеряемые и регулируемые параметры: 
скорость вращения мешалки (тахометр-частото- 
мер фирмы ОВЕН); ток и напряжение в цепи ро-
тора (тестр); расход воздуха (ротаметр РС-3); 
концентрация растворенного кислорода и тем-
пература жидкости (Мультитест); концентрация 
кислорода в отработанном воздухе (газоанали-
затор ГАММА-100); расход отработанного воз-
духа (барабанный счетчик Р7000); температура 
жидкости и газа (ДТС015-50М, терморегулятор 
ТРМ210, ОВЕН). 

Мощностные характеристики биореак-
тора с дисковыми мешалками. 

Эксперименты по исследованию мощност-
ных характеристик мешалок проводились при 
заливе жидкости (дистиллированная вода) в 
объеме 5 дм3, а по исследованию массообмен-
ных характеристик – при заливе 3 дм3

 жидкости.  
Характеристики аппарата с одно- и много-

ярусными дисковыми мешалками исследова-
лись при режимах работы, соответствующих 
потребности аэробных микроорганизмов в кис-
лороде. Мощность, вводимая в жидкость или 
газо-жидкостную среду, определялась по разно-
сти мощностей при работе мешалки в среде и в 
воздухе при каждом значении скорости враще-
ния. При этом ток в цепи статора стабилизиро-
вался во всех случаях на одном уровне. Вели-
чины мощностей на валу перемешивающего 
устройства определялись на основе экспери-

ментально полученной зависимости крутящего 
момента от тока в цепи якоря. Крутящий момент 
определялся с помощью цифрового динамомет-
ра в трех повторностях при прямом и обратном 
медленном вращении вала с установленным 
шкивом диаметром 100 мм и питании цепи якоря 
от стабилизатора тока.  

Значение критерия Рейнольдса в прове-
денных экспериментах находилось в диапазоне 
62 000–310 000. 

Критериальные зависимости для аппаратов 
с дисковыми мешалками при наличии отража-
тельных перегородок и без них представлены на 
рис. 2. 

Подобные зависимости в координатах кри-
териев Рейнольдса и Эйлера для мешалок из-
вестных типов (турбинная, лопастная, якорная, 
рамная, пропеллерная и др.) имеют в области 
рассчитанных значений критерия Рейнольдса 
(0,6–3,2)·105

 вид наклонных прямых [4]. Мощ-
ностные характеристики дисковых мешалок с 
углом наклона рабочих поверхностей менее 27° 
отличаются тем, что критерий Эйлера не зави-
сит от величины критерия Рейнольдса (автомо-
дельная область, рис. 2). Таким образом, диско-
вые мешалки с малым углом наклона лопастей 
качественно близки к мешалкам турбинного ти-
па, для которых автомодельная область наблю-
дается в диапазоне значений критерия Рей-
нольдса, превышающих 104

 [6]. Характер зави-
симости Euм = F(Reм) одинаков как при наличии, 
так и отсутствии отражательных перегородок. 
При этом абсолютные значения критерия Эйле-
ра для дисковых мешалок ниже, чем для меша-
лок других типов. 

 

 
 

Рис. 2. Экспериментальные критериальные зависимости для одноярусных мешалок: 
с отражательными перегородками (a – мешалка № 3; b – мешалка № 4; с – мешалка № 5); 

без отражательных перегородок (d – мешалка № 2; e – мешалка № 3; f – мешалка № 5)  
 

Fig. 2. Experimental criterial dependence for single-tier stirrers:  
with baffles (a – stirrer no. 3; b – stirrer no. 4; c – stirrer no. 5);  

without baffles (d – stirrer no. 2; e – stirrer no. 3, f – stirrer no. 5)  
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В соответствии с известным выражением 
мощность мешалки равна [7, 8] 

 
N = KN · ρ · n3

 · d5
                      (1) 

 
Экспериментально полученные значения 

мощности одноярусных мешалок при варьиро-
вании скорости вращения, удельной аэрации и 
установке их на расстоянии от днища, равном 
диаметру мешалки, представлены в табл. 2. 

Мощность при увеличении аэрации снижает-
ся тем значительнее, чем выше угол наклона ра-

бочей поверхности мешалки, что связано с ха-
рактером изменения газосодержания, определя-
ющего эффективную плотность газо-жидкостной 
среды. 

Мощность одноярусных мешалок при 
варьировании расстояния от днища аппарата 
показана в табл. 3. 

Как видно из данных, представленных в 
табл. 3, коэффициент мощности KN одноярус-
ных мешалок находится в линейной зависимо-
сти от расстояния между центром диска ме-
шалки и днищем аппарата (рис. 3). 

 
Таблица 2  

Мощности одноярусных мешалок, L/dM = 1 
 

Table 2 
Power of single-tier stirrers, L/dM = 1 

 

Угловая скорость  
вращения мешалки, 

n, мин-1
 

Удельная величина  
аэрации, VG, мин-1

 

Мощность одноярусной мешалки, N, Вт 

№ 3 № 4 № 5 № 6 

400 0 1,34 2,79 4,20 2,66 
600 0 4,96 8,51 13,96 9,87 
800 0 11,69 19,48 32,74 22,54 

1000 0 22,34 37,47 63,31 44,13 
1200 0 38,82 64,28 102,56 78,98 
1400 0 63,00 100,36 140,23 118,97 
400 1,0 1,48 2,39 2,61 3,11 
600 1,0 3,69 7,53 9,85 9,43 
800 1,0 11,38 16,50 27,67 21,54 

1000 1,0 21,39 33,15 55,05 41,33 
1200 1,0 35,38 57,12 87,56 71,11 
1400 1,0 57,56 87,57 118,65 109,19 
400 2,5 1,26 1,67 2,82 2,75 
600 2,5 3,69 4,73 7,84 7,09 
800 2,5 8,27 10,22 16,39 15,64 

1000 2,5 15,81 18,01 30,32 28,01 
1200 2,5 26,35 29,37 49,72 46,74 
1400 2,5 43,33 44,09 76,54 72,64 

 
Таблица 3 

Удельные мощности одноярусных мешалок, Вт/л 
 

Table 3 
Specific power of single-tier stirrers, W / L 

 

Угловая скорость 
вращения мешалки 

n, мин-1 

Конструкция яруса мешалки 

№ 3 № 4 № 5 

Расстояние мешалки от днища аппарата L, см 

15,5 5,5 8,0 10,5 15,5 5,5 

400 0,31 0,30 0,24 0,38 0,39 0,40 
500 0,43 0,62 0,61 0,75 0,77 0,90 
600 0,67 1,06 1,03 1,32 1,29 1,64 
700 1,07 1,73 1,69 2,03 2,18 2,64 
800 1,53 2,58 2,41 2,95 3,15 3,86 
900 2,17 3,56 3,39 4,04 4,42 5,58 
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Рис. 3. Зависимость коэффициентов мощности от расстояния мешалки  
до днища аппарата 

 
Fig. 3. Relationship between power factors and distance from stirrer to apparatus bottom 

 
Данные получены при отсутствии аэрации и 

усреднении значений коэффициента мощности 
при варьировании скорости вращения мешалки. 
Эксперименты реализованы в 3–4 повторностях. 
Общее число замеров составило 154 для ме-
шалок № 3–5. Наклон графиков полученных 
зависимостей положителен при углах отгиба 
секторов более 27–28°. При меньших углах 
наклона рабочих поверхностей мешалки коэф-
фициент мощности 𝐾𝑁 почти не зависит от 
расстония между мешалкой и днищем аппара- 
та. При приближении мешалок к днищу аппа- 
рата все линии полученных зависимостей схо- 
дятся к одной точке, KN (0) ≈ 0,087. 

Сравнение параметров одноярусных дис-
ковых мешалок с мешалками других конструк-
ций было проведено на основе корреляционной 
зависимости, предложенной Haruki Furukawa с 
сотрудниками (Нагойский технологический ин-
ститут, Япония) [9]. Указанная корреляционная 
зависимость обобщает результаты испытаний  
7 конструкций мешалок различного типа, имеет 
вид кривой с насыщением и построена в коор-
динатах Х–Y: 

 

X = 
4,5(Bw / D) · (hB / H) · nB

0,8
 
 + K0 / Kmax; [(2β / π)

0,72
 · Kmax

0,2
] 

 
Y = Kp

 
/ Kmax  . 

 
Авторы подчеркивают универсальный ха- 

рактер предложенной ими корреляции. Харак- 
терные точки по оси абцисс для турбинных, 

пропеллерных, лопастных, шнековых и якорных 
мешалок расположены в диапазоне от X = 0,4 до 
X = 1,2. Нами были расчитаны значения Х и Y для 
одноярусных дисковых мешалок № 3 и 5 при раз-
личной скорости вращения в неаэрированной 
среде. Все полученные точки легли на указан-
ную корреляционную зависимость. Отличие 
дисковых мешалок проявилось в том, что ха-
рактерные точки легли на линию насыщения в 
область значений X выше 1,2 (погрешность не 
превышала 3 %). Таким образом, полученные 
нами данные полностью подтверждают адек-
ватность корреляционной модели, предложен-
ной авторами работы [9]. 

Одной из мощностных характеристик меха- 
нических мешалок является отношение мощ- 
ностей, вводимых мешалкой в аэрируемую и не- 
аэрируемую среды (Na / N). Это отношение су- 
щественно зависит от типа мешалки и относи- 
тельной скорости аэрации – Va = V / (60·n·dM) [10–13]. 
Для исследуемых одноярусных мешалок зави- 
симость представлена для скорости вращения 
800 и 1400 мин-1

 (рис. 4, A и 4, B соответствен- 
но). Имеет место качественное различие ха- 
рактеристик, полученных для двух групп диско- 
вых мешалок – с углом наклона меньше и  
больше 27°. 

В табл. 4. приведены значения удельной 
мощности для двухъярусной конструции № 4 
при установке нижнего яруса на расстоянии  
5,5 см от днища аппарата и отсуствии аэрации. 

Мощность трехъярусных мешалок пред- 
ставлена в табл. 5. 
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A B 

 

Рис. 4. Зависимость отношения мощностей от относительной скорости аэрации  
при скорости вращения 800 мин-1

 (А) и 1400 мин-1
 (В):  

a – мешалка № 3; b – мешалка № 4; с – мешалка № 5; d – мешалка № 6 
 

Fig. 4. Relationship between power ratio and relative aeration rate 
 at rotational velocity 800 min

–1 
(А) and 1400 min

–1
 (B): 

a – stirrer no. 3; b – stirrer no. 4; c – stirrer no. 5; d – stirrer no. 6 
 

Таблица 4 
Мощность двухъярусных мешалок № 4 

 

Table 4 
Power of two-tier stirrers no. 4 

 

Угловая скорость  
вращения мешалки, 

n, мин-1
 

Расстояние между 
ярусами мешалки, 

∆L, см 

Расстояние верхней 
мешалки от днища  

аппарата, L2, см 

Удельная мощность  
мешалки, 
NL, квт/м3 

500 

2,5 8,0 0,73 

5,0 10,5 0,91 

10,0 15,5 1,14 

600 

2,5 8,0 1,25 

5,0 10,5 1,51 

10,0 15,5 1,95 

700 

2,5 8,0 1,96 

5,0 10,5 2,49 

10,0 15,5 3,11 

800 

2,5 8,0 2,91 

5,0 10,5 3,67 

10,0 15,5 4,66 
 

Таблица 5 
Мощности трехъярусных мешалок 

 

Table 5 
Power of three-tier stirrers 

 

Ярусы мешалки n, мин-1
 NL, кВт/м3, эксперимент NL, кВт/м3, расчет 

№ 4 + № 4 + № 3 

400 0,54 0,56 

500 1,10 1,02 

600 1,85 1,71 

700 2,85 2,72 

800 4,23 3,97 

900 6,05 5,49 

№ 5 + № 4 + № 3 

400 0,79 0,67 

500 1,36 1,27 

600 2,36 2,22 

700 3,70 3,51 

800 6,07 5,09 

900 7,66 7,20 
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Как следует из данных о мощности 
одноярусных и многоярусных мешалок (см. 
табл. 3–5), мощность в расчете на один ярус 
многоярусной мешалки меньше мощности одно- 
ярусной мешалки, что согласуется с резуль- 
татами экспериментов других авторов [14, 15]. 

Для многоярусных мешалок с числом ярусов 
m было показано, что в выражении сум- 
марной мощности NƩ = [(ƩNi) / m]· m

y
 показатель 

степени y при числе ярусов m зависит от 
отношения расстояния между ярусами к 
диаметру мешалки – ∆L / dM (рис. 5). Эта 
зависимость линейна и для исследованных 
конструкций дисковых мешалок имеет вид: 

 
y = (a·∆L / dM)·(SMZm / SMZ2), 

 
где a = 0,71. 

 

 
 

Рис. 5. Зависимость показателя степени при числе ярусов мешалки  
от относительного расстояния между ярусами 

 
Fig. 5. Relationship between the exponent at number of stirrer tiers  

and the relative distance between the tiers 
 

Предельное значение показателя степени 
при числе ярусов мешалки равно 1. Это значение 
достигается при ∆L / dM ≥ 1,444. Расчеты были 
выполнены исходя из соотношения мощностей 
многоярусных мешалок (NΣ) и среднего значения 
мощностей одноярусных мешалок Nср = (ΣNi) / m, 
установленных на соответствующих расстояниях 
от днища аппарата. 

Таким образом, при удалении ярусов друг от 
друга на расстояние 1,5·dM они «работают не- 
зависимо», то есть суммарная мощность мно- 
гоярусной мешалки в этом случае равна сумме 
мощностей отдельных одиночных ярусов [16]. 

При сближении ярусов (в пределе до нуля) 
мощность многоярусной мешалки стремится к 
среднему значению для одноярусной конст- 
рукции со средним углом наклона рабочих по- 
верхностей. 

Массообменные характеристики биореак- 
тора с дисковыми мешалками. 

Предельные массообменные характерис- 
тики аппарата с дисковыми перфорированными 
мешалками были получены с использованием 
сульфитной методики. 

Определение сульфитного числа проводи-
лось следующими способами [17]: 

1. На основе измерения расходов газовых 
потоков (воздуха) на входе и выходе аппарата, 
приведенных к нормальным условиям: 

Vin
n
 = Vin · P · 273,2 / (760 ·(273,2 + T));    (2) 

 
Vout

n
 = Vout · P · 273,2 / (760 ·(273,2 + T));  (3) 

 
Объемный расход кислорода равен: 
 

VО2 = Vin
n – Vout

n
;                   (4) 

 
Сульфитное число рассчитывается по 

формуле 
 

RО2 = 60 · VО2 · 32 / (22,4 · VL);          (5) 
 
2. На основе баланса инертных компонен-

тов газового потока: 
 

Vin
n
 = Vin

n
 · 0,21 – Vout

n
 · CO2;         (6) 

 
VО2 = 60 · VО2 · 32 / (22,4 · VL);        (7) 

 
RО2 = 60 · VО2 · 32 / (22,4 · VL);       (8)   

 
3. На основе времени окисления фиксиро-

ванной дозы сульфита натрия: 
 

RNa2SO3 = MNa2SO3 / ∆t;             (9) 
 

RО2 = (16 / 126) · (RNa2SO3 / VL);       (10) 
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где Vin – расход воздуха на входе в аппа- 
рат, измеряемый ротаметром РС3, дм3/мин;  
Vout – расход отработанного воздуха на выхо-
де из аппарата, измеряемый газовым бара-
банным счетчиком РГ 7000, дм3/мин; Vin

n и  
Vout

n
 – расходы газовых потоков на входе и вы-

ходе аппарата, приведенные к нормальным 
условиям, н дм3/мин; VО2 – расход кислоро- 
да, дм3/мин; VL – объем жидкости в аппарате  
(3 дм3

); RO2 – сульфитное число, кгО2/м3·ч; СO2 – 
объемная доля кислорода в отработанном воз-
духе; MNa2SO3 = 112,5 – масса навески сульфита 
натрия, г; Δt – время окисления дозы сульфита 
натрия, ч; 16/126 – стехиометрическое соотно-
шение масс кислорода и сульфита натрия по 
реакции окисления. 

Расчеты величин сульфитного числа, вы-
полненные по указанным выше алгоритмам 
((2)–(5), (6)–(8) и (9)–(10)) дают близкие значе-
ния. Относительные погрешности по этим ме-
тодам составили соответственно 2,92; 2,08 и 
2,87 % [17]. 

Определение сульфитного числа было  
 

реализовано в двух группах экспериментов:  
1) при примерно постоянной вводимой 

мощности одноярусной мешалкой (табл. 6); 
2) при различных скоростях вращения 

трехъярусной мешалки (ярусы № 2+№ 4+№ 4) 
(табл. 7). 

В экспериментах исследовались режимы 
аэрации и перемешивания, необходимые для 
обеспечения жизнедеятельности плотных куль-
тур аэробных микроорганизмов, обеспечиваю-
щих высокую продуктивность биореакторов. 

Энергетическая эффективность Е про- 
цесса массопередачи кислорода при относи- 
тельно малой величине удельной аэрации –  
1 мин-1, возрастает с увеличением угла наклона 
рабочей поверхности одноярусной мешалки, а 
при больших значениях аэрации – снижается 
(см. табл. 6 и 7). При всех реализованных 
значениях аэрации эффективность трехъярус- 
ной мешалки снижается с увеличением скорости 
вращения (соответственно, при возрастании 
мощности мешалки). Однако эти зависимости 
выражены слабо. 

Таблица 6 
Параметры массообмена кислорода при одноярусной мешалке 

 
Table 6 

Oxygen mass exchange parameters in single-tier stirrer 
 

Номер 
эксперимента 

Тип 
мешалки 

VG, 
мин-1

 
n, мин-1

 N, Вт 
RО2, 

кгО2/м3·ч 
Е, 

кгО2/кВт·ч 

1 № 2 

1 1870 19,74 8,50 0,43 

2 2000 16,84 14,27 0,84 

3 2050 17,26 15,54 0,89 

2 № 4 

1 1800 18,27 8,69 0,48 

2 1940 16,45 12,01 0,72 

3 2050 17,14 14,24 0,82 

3 № 5 

1 1670 18,88 9,81 0,52 

2 1750 17,76 10,91 0,61 

3 1870 18,66 14,27 0,75 

 
Таблица 7 

Параметры массообмена кислорода при трехъярусной мешалке 
 

Table 7 
Oxygen mass exchange parameters in three-tier stirrer 

 

Номер  
эксперимента 

VG 
мин-1

 
n, мин-1

 N, Вт 
RO2 

кгО2/м3·ч 
Е 

кгО2/кВт·ч 

4 

1 700 3,96 3,36 0,84 

2 700 3,67 3,49 0,92 

3 700 3,23 4,36 1,25 

5 

1 1200 14,95 8,46 0,56 

2 1200 13,70 11,66 0,84 

3 1200 13,01 10,78 0,81 

6 

1 1700 33,63 10,48 0,31 

2 1700 31,86 16,09 0,50 

3 1700 30,69 12,26 0,40 
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Обработка всей совокупности результа- 
тов экспериметнтов с одноярусными и много- 
ярусными мешалками привела к следующему 
корреляционному выражению связи между гео- 
метрическими и режимными параметрами: 

 
w = wmax · u / (0,3 + u),              (11) 

 
где u = VG / [(tgβ)

0,5
 · NL]; w = E · m0,14

; wmax = 1,5. 
 
Полученный при исследовании массооб-

мена кислорода график данной эксперимен-
тальной зависимости приведен на рис. 6. 

С увеличением расхода газа в расчете на 
единицу мощности мешалки энергетическая 
эффективность возрастает, при этом величина 
w асимптотически приближается к пределу 
wmax / m

0,14
, лежащему в диапазоне 1,3–1,5 и 

определяемому, очевидно, всей совокупностью 
физических и конструктивных параметров. Это 
не очень высокое значение эффективности, но 
оно получено для достаточно высокой средней 
скорости абсорбции кислорода – 10,5 кгО2/м3·ч, 
которая соответствует интенсивному режи- 
му аэробного биосинтеза. По известным дан- 
ным [18], максимальная скорость потребления 
кислорода дрожжами – продуцентами этанола, 
выращиваемыми в аэробных условиях, состав-
ляет 4,3 моль/кгАСБ·ч. При концентрации био-
массы, равной 50 кгАСБ/м3, получаем скорость 
потребления кислорода 6,88 кг/м3·ч. По данным 

В.В. Кафарова с соавторами, удельная ско-
рость потребления кислорода дрожжами на  
н-парафинах нефти достигает 12 кг/м3·ч, а при 
культивировании бактерий, растущих на ме-
тане, – 16 кг/м3·ч [19]. 

В процессе периодического глубинного 
культивирования спорообразующих бактерий 
B.subtilis G-28 [20] при концентрации биомассы 
21,7 кгАСБ/м3

 интенсивность абсорбции кисло-
рода достигла 11 кгО2/м3·ч. Процесс проводил-
ся в реакторе с трехъярусной дисковой мешал-
кой. Рабочие поверхности сегментов ярусов 
имели угол атаки 10, 15 и 15° (расположение 
сверху вниз). Расстояние между ярусами было 
равно 0,5·dM. Таким образом, мешалки данного 
типа в реальном процессе биосинтеза обеспе-
чивают интенсивность массообмена кислорода, 
достигаемую в условиях сульфитной модели. А 
в пилотном биореакторе с шестиярусной ме-
шалкой с радиально-гофрированными дисками 
сульфитное число превысило 24 кгО2/м3·ч [2]. 
При аналогичной конструкции двухъярусной 
мешалки, установленной вместо турбины Ра-
штона, в посевном биореакторе объемом 10 м3 

в доливном процессе выращивания продуцента 
лизина Brevibacterium sp. ВНИИгенетика-90 на 
Трипольском биохимзаводе (Украина, 1993 г.) 
биомассу посевного материала удалось увели-
чить более чем в 3 раза. При этом длитель-
ность процесса возросла лишь на 3 ч – с 18 до 
21 ч. 

 

 
 

Рис. 6. Зависимость энергетической эффективности процесса массопередачи  
кислорода от соотношения аэрации и мощности мешалки 

 

Fig. 6. Relationship between the energy efficiency of oxygen mass transfer  
and aeration ratio to stirrer power 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Анализ всей совокупности полученных экс-

периментальных зависимостей позволяет сде-

лать вывод о том, что интенсивный и одновре-
менно энергоэффективный процесс массооб-
мена кислорода может быть обеспечен при: 
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– отношении диаметра аппарата к его вы-
соте 1:2,5–1:3; 

– использовании многоярусных мешалок с 
расстоянием между ярусами, превышающими 
диаметр мешалки; 

– удельной аэрации не менее 2 мин-1
. 

Дисковые перфорированные мешалки мо- 
гут быть рекомендованы к использованию в кон-
струкциях биореакторов. Режимы, обеспечиваю-
щие достижение высоких плотностей популяции 

аэробных микроорганизмов при скоростях массо-
обмена кислорода, превышающих 10 кгО2/м3·ч, 
характеризуются энергетической эффективно-
стью 1–1,2 кгО2/кВт·ч. 

Применение дисковых перфорированных 
мешалок с наклонными рабочими сегментами и 
секторами предпочтительно в процессах нара-
ботки биомасс аэробных микроорганизмов, в том 
числе при выращивании посевных культур с вы-
сокой плотностью. 
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Резюме: Работа посвящена исследованию деструкции верхового сфагнового торфа под воздей-
ствием микроволнового излучения. Для анализа физико-химических процессов создана лабора-
торная установка на основе коаксиального резонатора-реактора, геометрия которого обеспе-
чивает однородное распределение СВЧ-поля в объеме реактора. В качестве источника  
СВЧ-излучения использовался промышленный магнетрон с частотой 2,45  ГГц мощностью до 
1 кВт. При лабораторных исследованиях с относительно небольшим объемом торфа (~100 г) 
достоинством созданной установки является возможность быстрого достижения температу-
ры, необходимой для осуществления реакции пиролиза при относительно малом уровне  
СВЧ-мощности, который в данных экспериментах составлял около 100 Вт. Анализ полученных в 
ходе реакции продуктов производился на хромато-масс-спектрометре. Проводимые исследования 
направлены на создание высокоэффективных экологически чистых технологий переработки 
биотоплива с высоким выходом горючих газов, пригодных для дальнейшего использования в про-
мышленных энергетических установках, а также получения смолистой фракции для создания 
легких углеводородов и углеродистого остатка для современных высокоэффективных сорбен-
тов. На основе созданной экспериментальной установки проведены исследования мягкого  
СВЧ-пиролиза торфа при температуре 250 °С в условиях постоянного отвода газообразных 
продуктов реакции. Получены и проанализированы образцы твердой, жидкой и газовой фаз, 
представляющие собой ценный углеродистый остаток, маслянистую фракцию и пиролизный 
газ. В статье анализируется возможность промышленного применения продуктов реакции. 
Проведено сравнение химического состава продуктов реакции при СВЧ -пиролизе и «традицион-
ном» пиролизе с термическим нагревом. Показано, что в составе выделившихся в процессе 
СВЧ-пиролиза газов отсутствуют тяжелые ядовитые газы, которые во множестве сопровож-
дают процесс «традиционного» термического пиролиза. Снижение количества ядовитых газов 
улучшает экологическую составляющую производства. Указанное обстоятельство свидетель-
ствует о перспективности СВЧ-пиролиза для промышленной переработки органических мате-
риалов. 
 
Ключевые слова: микроволновый пиролиз торфа, высокотехнологичная обработка органиче-
ских материалов, мощное микроволновое излучение, возобновляемые источники энергии, энер-
госберегающие экологически чистые технологии 
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Abstract: The work is devoted to the study of the destruction of the top sphagnum peat layer due to micro-
wave radiation. For the analysis of physical and chemical processes, a laboratory setup was created on  
the basis of a coaxial resonator-reactor having a geometry that ensures a uniform distribution of the micro-
wave field in the reactor volume. An industrial magnetron having a frequency of 2.45 GHz and a power of 
up to 1 kW was used as a source of microwave radiation. In laboratory studies with a relatively small 
amount of peat (~ 100 g), the advantage of the created setup consists in the ability to quickly achieve the 
necessary temperature for the pyrolysis reaction at a relatively low level of microwave power (~ 100 W) in 
these experiments. The analysis of the products obtained during the reaction was carried out using a gas 
chromatography mass spectrometer. The research was aimed at creating highly-efficient environmentally-
friendly technologies for processing biofuels characterised by a high yield of combustible gases suitable for 
further use in industrial power plants, as well as for obtaining a resinous fraction for the production of light 
hydrocarbons and a carbon residue for modern highly efficient sorbents. On the basis of the experimental 
setup, studies were carried out on soft microwave pyrolysis of peat at a temperature of 250 °C under con-
stant removal of gaseous reaction products. Samples of solid, liquid and gas phases presenting valuable 
carbon residues, oily fractions and a pyrolysis gas, respectively, were obtained and analysed. The article  
examines the possibility for industrial application of reaction products. The chemical composition of the r e-
action products during both microwave and “traditional” pyrolysis with thermal heating is compared. The 
composition of the gases released during microwave pyrolysis is characterised by the absence of heavy 
toxic gases often accompanying the process of “traditional” thermal pyrolysis. Reducing the amount of toxic 
gases improves the environmental component of production. This circumstance indicates the  prospects of 
microwave pyrolysis for industrial processing of organic materials.  
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ВВЕДЕНИЕ 
В настоящее время все большую актуаль-

ность приобретают научные исследования в 
области физико-химической переработки орга-
нического сырья. Для переработки органиче-
ских веществ и материалов – нефти, угля, тор-
фа, древесины, сельскохозяйственных и про-
мышленных отходов, бытового мусора, широко 
используется технология пиролиза. В отличие 
от наиболее распространенного термического 
(основанного на теплопроводности от поверх-
ностных слоев) нагрева актуальным представ-
ляется использование объемного (СВЧ) нагре-

ва материалов [1–17]. Материалом, имеющим 
широкий спектр практического применения и 
методов его переработки является торф. Торф 
– возобновляемый природный биоресурс, кото-
рый образуется в результате естественного 
отмирания и неполного распада болотных рас-
тений под воздействием биологических про-
цессов в условиях повышенной влажности и 
недостатка кислорода1. Распространенным ме-
тодом переработки торфа является пиролиз –  

                                                           
1
 Крамаренко В.В. Грунтоведение: учебник. М.: 

Юрайт, 2016. 430 с. 

https://doi.org/10.21285/2227-2925-2019-9-4-750-758
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термическая деструкция органических соеди-
нений на углеводороды с меньшей молеку-
лярной массой при воздействии высокой тем-
пературы без доступа кислорода. 

В зависимости от химического состава 
сырья и физико-химических условий протека-
ния реакции (температуры, давления, влаж-
ности, степени присутствия кислорода и др.) 
процесс пиролиза имеет специфический ха-
рактер с выходом различных твердых, жидких 
и газообразных веществ [18, 19]. Одним из 
важнейших параметров, влияющим на про-
цесс пиролиза, является температура в реак-
торе. В зависимости от этого выделяют три 
вида пиролиза: мягкий пиролиз происходит 
при температурах до 500 °C, нормальный 
(средний) – 500–800 °С, и жесткий пиролиз – 
800–1100 °C. Температура определяет сте-
пень деструкции исходных веществ и состав 
продуктов пиролиза. С ростом температуры 
соотношение между тремя фазами продуктов 
разложения меняется: становится меньше 
выход жидких и твердых остатков (полукокс в 
случае мягкого пиролиза, кокс в двух других 
случаях) и увеличивается выход газов, име-
ющих все меньшую теплоту сгорания. 

Наиболее перспективным с экологической 
точки зрения в настоящее время представля-
ется извлечение органических составляющих 
в результате СВЧ-пиролиза, поскольку про-
цесс микроволнового нагрева не привносит 
никаких загрязнений ни в обрабатываемый 
материал, ни в окружающую среду. Важней-
шее преимущество СВЧ-воздействия также 
заключается в том, что электромагнитные 
волны проникают на значительную глубину в 
обрабатываемый материал и при поглощении 
создают объемное распределение источни-
ков тепла, обеспечивая эффективный нагрев 
материалов с низкой теплопроводностью. При 
использовании традиционной схемы тепло- 
вого пиролиза теплопроводность материалов 
существенно влияет на скорость подвода 
тепла в область реакции. Поскольку при СВЧ-
нагреве температурой материалов во всем 
объеме реактора можно оперативно управ-
лять, изменяя мощность СВЧ-генератора, до-
полнительным преимуществом СВЧ-пиролиза 
является возможность оперативного регули-
рования скорости пиролитических реакций и 
состава продуктов на выходе из реактора. 

В данной статье описывается лабора-
торная установка, в которой источником из-
лучения является промышленный магнетрон, 
работающий на частоте 2,45 ГГц, с регули-
руемым уровнем выходной СВЧ-мощности. 
Представлены результаты исследований де-
струкции торфа в условиях мягкого СВЧ-пи- 
ролиза при постоянном отводе газообразных 
продуктов реакции. Выполнен сравнитель-
ный анализ продуктов, полученных при СВЧ-

пиролизе и при пиролизе с термическим на- 
гревом. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Для проведения экспериментов по иссле-

дованию процесса СВЧ-пиролиза в Институте 
прикладной физики РАН (ИПФ РАН) разрабо-
тана лабораторная установка с электродина-
мической схемой реактора в виде коаксиаль-
ного резонатора. Данная установка позволяет 
проводить исследования по воздействию мик-
роволнового излучения на относительно не-
большие (порядка 100 г) объемы органических 
материалов, достаточные для лабораторного 
анализа, при «бытовом» (не более 1 кВт) 
уровне СВЧ-мощности. В проведенных экспе-
риментах для нагрева образцов до темпера-
тур, обеспечивающих инициацию реакции пи-
ролиза, потребовалась СВЧ-мощность на 
уровне 100 Вт. Выбор электродинамической 
схемы реактора обусловлен рядом факторов: 
во-первых, высокой однородностью СВЧ-поля 
в объеме реактора и, как следствие, равно-
мерным прогревом материала во всем объеме 
реактора; во-вторых, простотой измерения 
физических параметров эксперимента (в част-
ности, температура материала в различных 
точках, коэффициент отражения, добротность 
резонатора и др.); в-третьих, возможностью 
построения адекватной математической моде-
ли реактора для последующего численного 
моделирования процессов. Лабораторная 
установка показана на рис. 1 [20].  

Источником СВЧ-излучения является про-
мышленный магнетрон 1 с высоковольтным ис-
точником питания 2, позволяющим устанавли-
вать заданный уровень выходной СВЧ-мощ-
ности. Передача излучения от магнетрона в ре-
актор осуществляется с помощью гибкого коак-
сиального кабеля 3. Реактор представляет со- 
бой коаксиальный резонатор 4, заполняемый 
торфом. Для уменьшения коэффициента от-
ражения излучения от нагруженного резона-
тора-реактора на рабочей частоте 2,45 ГГц 
производится первоначальная установка оп-
тимальной длины резонатора. Для контроля 
отраженного сигнала в процессе СВЧ-пиро- 
лиза в коаксиальный тракт включен направ-
ленный ответвитель 5. Измерение температу-
ры проводилось на внешней границе торфа с 
помощью термопары 6. Загрузка реактора 
верховым сфагновым торфом при влажности 
50 % составляла в среднем 100 г. В данной 
серии экспериментов мощность СВЧ-излу- 
чения устанавливалась около 100 Вт. Это огра-
ничение связано с тепловым нагревом коакси-
ального ввода резонатора. Коэффициент отра-
жения от резонатора в процессе пиролиза  
не превышал -10 дБ. Продукты пиролиза вы- 
водились с противоположной относительно  
СВЧ-ввода стороны резонатора через откач- 
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ной порт 7. Жидкая и маслянистая фракции 
оседали в отстойнике, а пиролизный газ оса-
ждался и фиксировался в криогенной ловушке. 
Для контроля процесса откачки газа использо-
вались манометр 8 и газовый счетчик 9. 

Достоинством данной лабораторной кон-
струкции (с загрузкой небольшим количеством 
топлива) является возможность быстрого до-
стижения температуры, необходимой для осу-
ществления реакции мягкого пиролиза при отно-
сительно малом уровне мощности, указанном 
выше. Нагрев торфа на внешнем контуре уста-

новки до температуры 250 °C осуществлялся в 
течение 10–15 мин. Следует отметить, что осо-
бенностью используемой экспериментальной 
установки является значительная неоднород-
ность СВЧ-поля в объеме реактора, приводящая 
к неоднородности нагрева топлива внутри объ-
ема реактора. На рис. 2 показано изменение 
температуры торфа вблизи стенки коаксиально-
го резонатора в процессе пиролиза. Для предот-
вращения перегрева коаксиального ввода вы-
бран момент выключения магнетрона при тем-
пературе на термопаре около 250 °C. 

 

 
 

Рис. 1. Экспериментальная установка СВЧ-пиролиза торфа с коаксиальным резонатором:  
1 – СВЧ-источник (промышленный 2,45 ГГц магнетрон); 2 – высоковольтный источник  

питания; 3 – устройство ввода СВЧ-мощности на основе коаксиального кабеля;  
4 – лабораторный СВЧ-ректор на основе коаксиального резонатора;  

5 – направленный ответвитель; 6 – термопара; 7 – откачной порт с охлаждением  
отработанных газообразных фракций; 8 – манометр; 9 – газовый счетчик 

 

Fig. 1. Experimental installation of microwave pyrolysis of peat with coaxial resonator:  
1 – microwave source - industrial 2.45 GHz magnetron; 2 – hvps; 3 – input device  

of microwave power on the basis of coaxial cables; 4 – laboratory microwave-rector  
on the basis of the coaxial resonator; 5 – directional coupler; 6 – thermocouple;  

7 – evacuation port with exhaust gas cooling; 8 –manometer; 9 – gas meter 
 

 
 

Рис. 2. Изменение температуры торфа вблизи стенки коаксиального  
резонатора в процессе пиролиза  

 

Fig. 2. Changes in the peat temperature near the wall of the coaxial cavity during pyrolysis 
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
В данной серии экспериментов проводи-

лось сравнение проб, полученных в результа-
те «традиционного» теплового пиролиза при 
температуре 250 °С и СВЧ-пиролиза в усло-
виях постоянного отвода газообразных про-
дуктов реакции. 

Анализ полученных в ходе реакции газо-
вой и жидкой фракций производился на хро-
мато-масс-спектрометре GCMS QP2010 Ultra 
(Shimadzu, США). Определение химического 
состава осуществлялось по пикам молеку- 
лярных и характеристических осколочных 
ионов. Газовую пробу пиролизата торфа объ-
емом ~2,0 мл загружали газовым шприцом в 
инжектор хромато-масс-спектрометра. Обра-
зец смешивался с потоком газа-носи-теля 
(гелий 6.0) при температуре 300 °C. Далее 
компоненты пробы разделялись на капилляр-
ной хроматографической колонке Ultra 
ALLOY-5 в течение 10 мин. Обработку ре- 
зультатов хромато-масс-спектрометрического 
анализа проводили с использованием фир-
менного программного обеспечения Shimadzu 
(GCMS Solution ver. 4.11), идентификация 
примесей происходила с помощью базы дан-
ных NIST 11 (The National Institute of 
Standards and Technology, US Department of 
Commerce) [3]. Результаты анализа газовой 
пробы представлены в табл. 1. 

 

Таблица 1 
Хромато-масс-спектрометрический  

анализ пиролитических газов 
 

Table 1 
Chromatography-mass spectrometry  

analysis of pyrolytic gases 
 

Соединение 
Термический 

нагрев 
СВЧ-нагрев 

CO2+N2+ect. 68,9 69,9 
Пропен  15,5 – 
Бутен  8,5 – 
Фуран 3,7 7,7 
Циклопентадиен 0,9 0,2 
Гексан 0,1 0,3 
2-метилфуран 0,8 0,3 
Изопентаналь 0,1 5,0 
Бензол  0,6 0,3 
Гептан  0,1 0,9 
н-Бутилвиниловый 
эфир 

0,2 0,2 

Метан  3,7 – 
Этан  0,2 3,3 
Пропан  2,6 0,1 
Ацетальдегид – 6,3 
Ацетон  – 7,1 

 
Измерения показали, что тяжелые ядови-

тые газы в процессе проводимых экспери- 

ментов по СВЧ-пиролизу отсутствуют. В то же 
время несколько повышен выход газообраз-
ного продукта реакции. В условиях промыш-
ленного производства газообразные продукты 
реакции, представляющие собой горючие га-
зы, могут быть использованы в качестве ис-
точника энергии для газогенератора электри-
чества, что позволит сократить энергопо-
требление установки [20]. 

Маслянистую фракцию пиролизата торфа 
объемом 0,1 мкл загружали в инжектор хро-
мато-масс-спектрометра. Испарение анали-
зируемого вещества происходило в потоке 
газа-носителя (гелий 6.0) при температуре 
250 °C. Далее компоненты образца разделя-
лись на капиллярной хроматографической 
колонке ZB-FFAP в течение 30 мин. Резуль-
таты анализа представлены в табл. 2. Из об-
щей смеси была исключена вода и произве-
ден пересчет на 100 % масс. вещества. Экс-
перименты показали, что маслянистая фрак-
ция представляет собой смесь низших карбо-
новых кислот и ароматических углеводоро-
дов. 

 
Таблица 2 

Хромато-масс-спектрометрический  
анализ маслянистой  

фракции 

 
Table 2 

Chromatography-mass spectrometry  
analysis of the oily fraction 

 

Соединение 
Термический 

нагрев 
СВЧ-нагрев 

Ацетальдегид  7,33 1,18 
Метанол  8,67 5,69 
Ацетол  8,67 4,12 
Ацетон  18,67 23,04 
Уксусная кислота 16,67 19,02 
5-метил-2-фуральдегид 10,00 – 
Фуральдегид  30,00 – 
Пропионовая кислота – 7,55 
2-формил-5-метилфуран – 8,43 
Фенол  – 3,82 
Крезол  – 0,88 
Муравьиная кислота – 2,25 
Фурфурол  – 24,02 

 
В табл. 3 представлены результаты эле-

ментного анализа углеродистого остатка по-
сле СВЧ-обработки в сравнении с «традици-
онным» термическим нагревом. Процентный 
выход углерода при СВЧ-нагреве в 1,4 раза 
больше, чем при обычном тепловом нагреве. 
Повышенное содержание углерода в остатке 
позволяет рассчитывать на большее выделе-
ние аллотропных модификаций углерода из 
смеси. 
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Таблица 3 

Углеродистый остаток в процессе пиролиза торфа 
 

Table 3 
Carbon residue in the process of peat pyrolysis 

 

Исходный торф 
Массовая доля, % 

азот углерод водород сера 

Образец перед СВЧ-нагревом  1,75±0,09 60±3 7,36±0,4 менее 0,3 
Образец после СВЧ-нагрева  2,47±0,12 84±4 4,9±0,3 менее 0,3 
Образец после теплового нагрева 1,4 64,28 5,02 менее 0,3 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Разработан лабораторный реактор на осно-

ве коаксиального резонатора для СВЧ-пироли- 
за небольших объемов органического топлива.  
С использованием данной установки, работа-
ющей на частоте 2,45 ГГц при уровне вводимой 
СВЧ-мощности около 100 Вт, при температуре 
около 250 °С проведены эксперименты по реа-
лизации процесса мягкого пиролиза торфа в 
условиях постоянного отвода газообразных 
продуктов реакции. Получены и проанализиро-
ваны продукты пиролиза торфа: ценный угле-
родистый остаток, маслянистая фракция и пи-
ролизный газ. В случае СВЧ-пиролиза содер-
жание фракций характеризуется значительно 
большим набором органических соединений. 
Рассмотрена возможность промышленного 
применения указанных выше продуктов пиро-
лиза. Пиролизный газ, содержащий метан, мо-
жет использоваться либо как топливо, либо как 
исходное вещество для цепочки последова-
тельных технологических процессов производ-
ства предельных ациклических углеводородов и 
синтетических полимеров; жидкая маслянистая 
фракция – как исходное вещество для выделе-
ния легких ароматических углеводородов; угле-
родистый остаток (содержание углерода более 

60 %) – в различных сферах производства, 
включая производство электродов для алюми-
ниевой промышленности и заземлителей, новых 
аллотропных модификаций углерода (нанотруб-
ки, фуллерены), углеволокна, сорбентов. В со-
ставе выделившихся в процессе СВЧ-пиролиза 
газов, согласно проведенному химическому 
анализу, отсутствуют тяжелые ядовитые газы, 
которые во множестве сопровождают процесс 
традиционного термического пиролиза и затруд-
няют (с экологической точки зрения) его про-
мышленное применение. Это позволяет в даль-
нейшем рассчитывать на перспективу использо-
вания СВЧ-пиролиза для переработки отходов 
вредных производств. Все вышеизложенное 
свидетельствует о перспективности микровол-
нового метода переработки торфа. 

На следующем этапе работ предполагает-
ся модифицировать конструкцию реактора с 
увеличением мощности СВЧ-генератора и мас-
сы загружаемого материала, а также поднять 
температуру в реакторе для более глубокой 
переработки исходного вещества. Результаты 
данных исследований могут послужить основой 
для создания компактных и высокоэффектив-
ных промышленных установок для переработки 
органических материалов. 
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Резюме: Цель настоящего исследования – разработка методики расчета гидравлического сопро-
тивления и эффективности очистки запыленных газов струйно-фильтрационным пылеуловите-
лем на основе экспериментальных данных. Названный пылеуловитель применяется для очистки 
запыленных газовых потоков высокой концентрации путем двухступенчатой очистки. На первой 
ступени в целях максимального снижения пылевой нагрузки происходит осаждение пылевых частиц 
под действием инерционных сил, возникающих за счет резкого торможения струи запыленного га-
за. На второй ступени обеспечивается высокоэффективная очистка потока на уровне 98–99 % и 
более за счет процесса фильтрования через насыпной зернистый слой. Проведены эксперимен-
тальные исследования влияния скорости струи, конструктивных размеров сопла и его расстояния 
до входа в бункер, размеров и плотности пылевых частиц, запыленности газового потока и 
свойств пыли на гидравлическое сопротивление и эффективность очистки струйной и фильтру-
ющей частей пылеуловителя. Установлено, что наиболее существенное влияние на рост гидрав-
лического сопротивления и эффективности очистки струйной части оказывают скоростной напор 
струи, угол сходимости сопла и форма аэроканала. Определены оптимальные пределы скорости 
струи, размеры конструктивных элементов пылеуловителя, которые позволяют обеспечить  
эффективность очистки пылегазового потока струйной частью не менее чем на 80 %. Разрабо-
таны методы расчета гидравлического сопротивления струйной части пылеуловителя на основе 
коэффициентов местного сопротивления, конфузора, отвода и аэроканала в зависимости от 
плотности очищаемого газа и средней скорости потока в аэроканале. Определено гидравлическое 
сопротивление чистой зернистой фильтрующей перегородки, а также при накоплении в ней пыле-
вого осадка. На основе закона улавливания частиц однородным фильтром применительно к зерни-
стым слоям разработан метод расчета поверхности и толщины фильтрующего слоя и продол-
жительности межрегенерационного цикла фильтрования. 

 
Ключевые слова: пылеуловитель, струйная очистка, фильтрование, эффективность, гидравли-
ческое сопротивление 
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Cleaning efficiency and hydraulic resistance 
of the jet filter dust collector 
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Abstract: The current study is aimed at the development of a methodology for calculating hydraulic resistance 
and the efficiency of cleaning dusty gases with a jet filter dust collector based on experimental data. This dust 
collector is applied in cleaning dusty gas streams of high concentration by means of a two-stage procedure. At the 
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first stage, in order to minimise dust load, dust particles are deposited under the action of inertial forces arising 
from the sharp deceleration of a stream. At the second stage, a highly effective purification of the flow is  
ensured at the level of 98–99 % or more due to the filtering process through the bulk granular layer. Experi-
mental studies of hydraulic resistance and cleaning efficiency of the jet and filter parts of the dust collector 
affected by jet velocity, nozzle design and its distance to the hopper, dust particle size and density, dust con-
tent of the gas flow, as well as dust properties, were carried out. The most significant influence on the  
increase in hydraulic resistance and the cleaning efficiency of the jet part was established to be exerted by the 
high-pressure head of the jet, the convergence angle of the nozzle and the shape of the air channel. The  
optimal limits of the jet velocity, the dimensions of the structural elements of the dust collector are determined, 
ensuring the efficiency of cleaning the dust and gas stream in the jet part by at least 80 %. Methods were  
developed for calculating the hydraulic resistance of the jet part of the dust collector based on the coefficients 
of local resistance, reducer, exhaust and air channel, depending on the density of the gas being cleaned and 
the average flow rate in the air channel. The hydraulic resistance of the granular filtering partition when clean, 
as well as during the accumulation of dust sediment, was determined. Based on the law of particle accumula-
tion by a uniform filter as applied to granular layers, a method was developed for calculating the surface and 
thickness of the filter layer and the duration of the inter-regeneration cycle of the filter. 

 
Keywords: dust collector, jet cleaning, filtration, efficiency, hydraulic resistance 
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ВВЕДЕНИЕ 
Во многих промышленных химико-техно-

логических процессах, таких как сушка сыпучих и 
порошкообразных материалов в «кипящем» или 
«фонтанирующем» слое, каталитические процес-
сы в аппаратах с псевдоожиженным слоем, 
пневмотранспорт пылевидных материалов и дру-
гие, образуются газовые потоки с высокой кон-
центрацией дисперсных систем. Для таких пото-
ков используется многоступенчатая очистка. Ча-
ще всего каждая стадия протекает в отдельном 
аппарате. На первой стадии происходит предва-
рительная очистка, для которой применяются 
сепараторы, аппараты инерционного осажде-
ния или циклоны. На второй стадии очистка 
происходит в аппаратах с высокой эффектив-
ностью, но, как правило, и с более высокими 
экономическими затратами1

 [1–5]. Аппараты 
первой ступени громоздки и имеют низкую эф-
фективность очистки, в пределах 40–50 %. 
Циклоны имеют высокое гидравлическое со-
противление, плохо улавливают частицы раз-
мером менее 20–30 мкм и малоэффективны 
при низкой запыленности [6–8]. Авторами нас-
тоящей статьи разработан струйно-филь-
трационный пылеуловитель (СФП), который 
совмещает две стадии – предварительную 
очистку за счет струйно-инерционного осажде-
ния и эффективную очистку за счет фильтрова- 
 

                                                           
1 Биргер М.И., Вальдберг А.Ю, Мягков Б.И., 
Падва В.Ю., Русанов А.А., Урбах И.И. Справоч-
ник по пыле- и золоулавливанию.  М.: Энерго-
атомиздат, 1983. 312 с. 

ния в зернистом слое [9, 10]. 
Однако эффективность очистки промыш-

ленных газов от пыли и гидравлическое со-
противление в струйно-фильтрационном пы-
леуловителе недостаточно изучены, нет ме-
тодов расчета этих показателей и размеров 
аппарата, которые позволили бы проектиро-
вать промышленные варианты. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Для оценки возможностей пылеулавли-

вания струйно-фильтрационным аппаратом 
использовалась экспериментальная установ-
ка, схема которой представлена на рис. 1. 

Установка состоит из пылеуловителя 1, 
который включает струйную часть 2, зерни-
стый фильтрующий слой 3 и пылеосадитель-
ный бункер 4. Для измерения запыленности 
очищенного потока применялся метод внеш-
ней фильтрации с использованием аспирато-
ра 5 для отбора проб воздуха через фильтро-
вальный патрон 6. Запыление воздуха, по-
ступающего на очистку, осуществлялось с 
помощью дозатора 7. Расход воздуха изме-
рялся ротаметром 8. Гидравлическое сопро-
тивление измерялось микроманометром 9 типа 
ММН-240. Воздух подавался компрессором 10. 
Эффективность очистки струйной частью 
определялась по массе уловленной пыли в 
бункере аппарата. Для исследований исполь-
зовались потоки, запыленные цементом, 
дробленым песком и мукой. Фракционный со-
став пыли определялся с помощью импактора 
НИИОГаз.
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Рис. 1. Схема экспериментальной установки 
 

Fig. 1. Experimental installation 
 

 
 

Рис. 2. Схема струйной части пылеуловителя: 
1 – конфузор; 2 – отвод; 3 – аэроканал; 4 – пылеосадительный бункер 

 

Fig. 2. Scheme of the jet part of the dust collector: 
1 – confuser; 2 – tap; 3 – aerocalanal; 4 – dust bin 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Исследования гидравлического сопротивле-

ния и эффективности очистки только струйной 
частью пылеуловителя (без загрузки фильтрую-
щего слоя), позволили установить зависимость 
этих показателей от скорости струи на выходе из 
сопла, размеров и конструктивных особенностей 
пылеуловителя, свойств пыли.  

Установлено, что основное влияние на вели- 
 

чину гидравлического сопротивления при движе-
нии «чистого» воздуха оказывают скоростной 
напор струи, угол сходимости сопла  αсх  и форма 
аэроканала (рис. 2).  

Скоростной напор зависит от расхода воз-
духа и выходного диаметра сопла dс. Увеличе-
ние скорости струи на выходе из сопла приво-
дит к росту гидравлического сопротивления 
(кривая 1 рис. 3). 
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Рис. 3. Гидравлическое сопротивление струйно-фильтрационного пылеуловителя: 
1 – сопротивление струйной части при «чистом» потоке; 

2 – сопротивление  струйной части при запыленном потоке; 
3 – общее сопротивление  с учетом фильтрующего слоя 

 

Fig. 3. Hydraulic resistance of jet filtering dust collector: 
1 – “clean” flow resistance; 2 – dusty flow resistance; 
3 – total resistance taking into account the filter layer 

 

Исследование влияния расстояния ℓ меж-
ду срезом сопла и входом в бункер показало, 
что приближение сопла к бункеру уменьшает 
входное сечение аэроканала и усложняет раз-
ворот потока, что приводит к росту сопротив-
ления. Удаление сопла от бункера уменьшает 
силу инерции струи, размывает ее, что отри-
цательно сказывается на эффективности оса-
ждения пыли. На основе этого рекомендуется 
расстояние между соплом и бункером прини-
мать равным от 2 до 5 диаметров входного 
отверстия в бункер do. При очистке запыленно-
го потока только струйной частью гидравличе-
ское сопротивление возрастает по сравнению 
с «чистым» потоком, причем с ростом скорости 

это различие увеличивается (кривая 2 рис. 3). 
При использовании фильтрующего слоя к сопро-
тивлению струйной части добавляется сопротив-
ление зернистой перегородки (кривая 3 рис. 3). 

Высокая эффективность очистки в струй-
но-фильтрационном пылеуловителе опреде-
ляется условиями фильтрования и характе-
ристиками зернистого слоя. Однако остаточ-
ная запыленность очищаемого потока зави-
сит от эффективности осаждения пыли в 
струйной части аппарата. Характерные изме-
нения эффективности очистки получены при 
очистке воздуха, запыленного дробленым 
песком с медианным размером частиц 30 мкм 
(рис. 4).  

 

 
 

Рис. 4. Эффективность очистки струйно-фильтрационного пылеуловителя: 
1 – эффективность струйной части; 2 – общая эффективность очистки 

 

Fig. 4. Cleaning efficiency of jet filter dust collector: 
1 – jet efficiency; 2 – overall cleaning efficiency 
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Эффективность струйной части зависит от раз-
мера, плотности и других свойств пыли, расстоя-
ния сопла до входного отверстия бункера, конус-
ности корпуса и других факторов, но основное 
влияние на нее оказывает скорость струи. 

Эффективность очистки воздуха от мучной 
пыли с размерами частиц менее 63 мкм при ско-
рости потока на выходе из сопла 19 м/с состав-
ляла от 70 до 81 %. С увеличением скорости 
струи до 27 м/с эффективность возросла до 91. 
Испытания проводились с использованием сопла 
диаметром 5,6 мм, расстояние его до бункера – 
21 мм, диаметр входного отверстия бункера – 
13,8 мм. Очистка воздуха от мучной пыли с раз-
мером частиц более 80 мкм при скорости струи 
27 м/с позволила достичь эффективности очистки 
струйной частью более 93 % [10].  

Несмотря на повышение эффективности 
инерционного осаждения от скорости струи, ра-
бота пылеуловителя при высоких скоростях не-
целесообразна. Низкая скорость струи не позво-
ляет создать необходимую силу инерции для 
мелких частиц пыли, а высокая скорость приво-
дит к вихреобразованию потока при его разворо-
те перед бункером и повышенному уносу пыли, 
из-за чего эффективность очистки практически не 
растет (кривая 1 рис. 4). Такой же эффект 
наблюдается при приближении сопла к бункеру и 
уменьшении угла сходимости конуса корпуса.  

Частицы пыли с большей плотностью лучше 
отделяются от потока, а уменьшение их размера 
приводит к обратному эффекту. Так, при улавли-
вании цемента с медианным размером пыли 
15 мкм и плотностью 2900 кг/м3

 эффективность 
осаждения была практически такой же, как и для 
песочной пыли с размером частиц 40 мкм и плот-
ностью 1550 кг/м3

. 
На основе выполненных исследований ре-

комендуется при проектировании пылеуловителя 
скорость струи на выходе из сопла ωс принимать 
в пределах 25–30 м/с, что позволит обеспечить 
эффективность очистки на уровне 80 % и невы-
сокое гидравлическое сопротивление. Конусность 
корпуса предлагается принимать равной 60°. 
Длину сопла для стабилизации сужаемого потока 
рекомендуется принимать в размере 4–5 диамет-
ров входного сечения сопла2

. 
Для расчета гидравлического сопротивле-

ния струйной части пылеуловителя ее конструк-
цию принципиально можно представить как со-
стоящую из известных элементов – конфузора, 
отвода и аэроканала (см. рис. 2), которые явля-
ются местными сопротивлениями. Тогда сопро-
тивление струйной части для незапыленного по-
тока можно определить на основе уравнения 
Вейсбаха как сумму долей скоростного напора в 
 

                                                           
2
 Идельчик И.Е. Справочник по гидравлическим 

сопротивлениям; под ред. М.О. Штейнберга. 3-е 
изд., перераб. и доп. М.: Машиностроение, 1992. 
672 с. 

этих элементах пылеуловителя3
:  

 

ΔРс = ζконф 
г ωс

2
 
 + ζотв 

г ωс
2
 
  + ζотв 

г ωа
2
 
, 

2 2 2 
 
где ζконф, ζотв, ζа – коэффициенты местного 
сопротивления конфузора, отвода и аэрокана-
ла соответственно; г – плотность газа; ωа – 
средняя скорость потока в аэроканале. 

Коэффициент местного сопротивления 
конфузора можно выразить следующей зави-
симостью2

: 
 

ζконф = К1 · ζвн.с    , 
 

где k1 – коэффициент смягчения; ζвн.с – коэф-
фициент местного сопротивления за счет из-
менения сечений сопла на входе и выходе, как 
от внезапного сужения.  

Коэффициент смягчения при длине сопла 
больше двух диаметров выходного отверстия 
можно определить в зависимости от угла схо-
димости αсх по таблице2. Коэффициент ζвн.с 
определяется на основе критерия Re и соотно-
шения сечений F на входе и Fo на выходе из 

сопла4
 [11]. 

Коэффициент местного сопротивление от-
вода ζотв, который характеризует потерю 
напора потока при развороте струи газа от 
бункера к аэроканалу, можно определить как 
произведение двух компонентов ζотв = АВ4

 [11]. 
Компонент А учитывает угол разворота, а ком-
понент В – радиус разворота потока, поступа-
ющего в аэроканал. Угол разворота потока 
можно принять равным 180°, а радиус разво-
рота – равным ширине потока на входе в 
аэроканал.  

Коэффициент местного сопротивления 
для аэроканала рекомендуется рассчиты- 
вать как внезапное расширение, при котором  
ζа = f(Re, So / S). Сечение So определяется как 
сечение на входе в аэроканал, а сечение S 
соответствует сечению цилиндрической части 
аппарата. С целью учета влияния пыли сопро-
тивление струйной части ΔPс при очистке за-
пыленного газа для принятой скорости струи 
на выходе из сопла в пределах 25–30 м/с 
необходимо увеличить в 1,25 раза. 

Сравнение опытных и расчетных значений 
гидравлического сопротивления для экспери-
ментальной модели струйного пылеуловителя 
показало удовлетворительную сходимость в 
пределах ± 30 %.  

                                                           
3
 Касаткин А.Г. Основные процессы и аппараты 

химической технологии: учебник для вузов; 14-е 
изд.. стер. М.: Альянс, 2008. 750 с.  
4
 Павлов К.Ф., Романков П.Г., Носков Ф.Ф. При-

меры и задачи по курсу процессов и аппаратов 
химической технологии: учеб. пособие для ву-
зов. М.: Альянс, 2006. 575 с.  
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Таблица 1 

Значения коэффициента k1 

Table 1 
Coefficient k1 values 

 

αсх,
о  

10  20  30  40  60  

k1  0,42  0,23  0,19  0,16  0,18  

 
Гидравлическое сопротивление зернисто-

го слоя подчиняется закону Дарси и склады-
вается из сопротивления фильтрующей пере-
городки ΔPфп и прироста сопротивления за 
счет накопленного осадка пыли ΔPос [12, 13]: 
 

ΔРзс = ΔРфп + ΔРос 
 

Для расчета сопротивления фильтрую-
щей перегородки можно использовать зави-
симости, полученные применительно к шеро-
ховатым зернам [14]: 
 

ΔРфп = (11,9·W0
1,3

 μ 0,7· ρг
0,3·Н) / εо

3 
, 

 
или для зерен с гладкой поверхностью: 
 

ΔРфп = (1,89·W0
1,6

 · μ 0,4
 · f1,4

 ρг
0,6

 Н) / εо
з 
, 

 
где Wo – скорость фильтрования, м/с; μ – ди-
намическая вязкость газа, Па·с; f – удельная 
поверхность зерен, м2/м3

; ρг – плотность га-
за, кг/м3

; Н – толщина фильтрующего слоя, м; 
εо – доля свободного объема зернистого 
слоя, м3/м3

. 
Для учета остаточного сопротивления по-

сле регенерации при использовании непре-
рывной регенерации фильтрующего слоя рас-
четное гидравлическое сопротивление ΔPос 
необходимо увеличить на 20–30 %.  

Для расчета сопротивления осадка при 
пылеулавливании в зернистых фильтрах 
предложена следующая зависимость [15]: 
 

ΔРос = [Кпс · W0
2
 (Zвх – Zост) · Ʈ ] · εо

2 
, 

 
где Кпс – коэффициент сопротивления пылевого 
слоя, с-1

; Ʈ – продолжительность межрегенера-
ционного цикла фильтрования; Zвх – входная 
запыленность, кг/м3

; Zост – остаточная запылен-
ность, кг/м3

. 
Кпс определяет изменение сопротивления 

осадка за счет накопления пылевого осадка в 
единице объема за единицу времени и зависит 
от свойств пыли и газового потока. При накоп-
лении пыли в зернистом слое происходит из-
менение доли его свободного объема. Это 
приводит к усилению турбулентности потока 
внутри каналов фильтрующей перегородки и 
одновременно к усилению вторичного уноса 
пыли. В этом случае при расчете гидравличе-
ского сопротивления следует учитывать эти 

изменения, методика его расчета представлена 
в работе [15]. 

Общее гидравлическое сопротивление 
СФП рассчитывается с учетом сопротивлений 
струйной и фильтрующей части по уравнению: 

 

ΔР = ΔРс + ΔРфп + ΔРос . 
 

Для оценки эффективности улавливания 
пыли η фильтрующим слоем на основе закона 
улавливания частиц однородным фильтром 
предлагается зависимость 

 

 = 1 – exp { – э · Кп
0,15

} ,            (1) 
 

где э – эффективность захвата частиц зернами 
фильтрующего слоя; Kп – показатель вторично-
го уноса пыли. 

Эффективность захвата рассчитывается по 
зависимости: 

 

э = 2,3Кэ · Н
0,82

 / Wо . 
 

Коэффициент эффективности захвата 
предложено определять по формуле [16] 

 
Кэ = 17850 μδ 0,25

 [(1– εо) / (Рнп · dз
2,25

)] , 
 

где δ – медианный размер пылевых частиц, м; 
ρнп – насыпная плотность пыли, кг/м3

; dз – диа-
метр зерен фильтрующего материала, м. 

Толщину зернистого слоя в зависимости от 
эффективности очистки в пределах от 90 до 
100 % предлагается в соответствии с рабо- 
той [14] рассчитывать по зависимости: 
 

Н = 0,0152 · [( – 90) / (1 – εо)] + 0,05          (2) 
 

Показатель вторичного уноса рассчитыва-
ется по уравнению 

 

Кп = 1 – Ку (Ʈ / Ʈ пр)
0,15 

, 
 

где Ку – коэффициента уноса пыли; Ʈ – продол-
жительность межрегенерационного цикла филь-
трования, с; Ʈпр – время пребывания запылен-
ного потока в зернистом слое, с. 

Для расчета коэффициента уноса предло-
жена следующая зависимость [16]: 

 

Ку = β / (δ · ρрп · tgαо) , 
 

где β – опытный коэффициент (для непо- 
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движного слоя β = 3,6∙10-3
 м2/кг); tgαо – тангенс 

угла естественного откоса пыли, характери-
зующего сыпучесть пыли. 

Время пребывания выражается зависимо-
стью от толщины зернистого слоя и скорости 
запыленного потока в его каналах: 

 
Ʈпр = Нεо / Wо                            (3) 

 
Продолжительность межрегенерационного 

цикла фильтрования принимается из соотно-
шения: 

 
Ʈ = τпр / Кf  ,                               (4) 

 
где Кf – фактор стационарности, значение кото-
рого принимается не менее 0,0002. 

Расчет толщины и поверхности фильтру-
ющего слоя выполняется по следующей мето-
дике. Для заданной эффективности очистки по 
уравнению (2) определяется толщина зерни-
стого слоя. Из уравнения (1), определяющего 
эффективность очистки в зернистом слое, рас-
считывается скорость фильтрования Wo. По 
зависимости (3) находится время пребывания 
запыленного потока в зернистом слое. Прини-
мается значение фактора стационарности на 

15–20 % больше рекомендуемого Кf, и по фор-
муле (4) рассчитывается продолжительность 
межрегенерационного цикла фильтрования Ʈ. 
Используя заданную производительность по 
очищаемому газу Q, м3/с, определяется вели-
чина поверхности фильтрования зернистого 
слоя по уравнению F = Q / Wo. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Выполнены исследования очистки запы-

ленных газов струйно-фильтрационным пыле-
уловителем. Определены значения скорости 
струи на срезе сопла и конструктивные разме-
ры элементов пылеуловителя, которые обеспе-
чивают эффективность очистки в струйной ча-
сти не менее 80 %, а общую эффективность 
пылеуловителя – на уровне 98–99 % и более. 
Предложены методы расчета гидравлического 
сопротивления пылеуловителя, учитывающие 
сопротивление струйной части, фильтрующей 
перегородки и прироста сопротивления при 
накоплении пыли в зернистом слое. Разрабо-
тана методика расчета эффективности очистки 
зернистым слоем, которая позволяет опреде-
лить толщину фильтрующей перегородки, 
скорость, поверхность и продолжительность 
межрегенерационного цикла фильтрования.  
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Abstract: A light scattering study was performed on new silver-containing polymer nanocomposites based on 
water-soluble copolymers of 1-vinyl-1,2,4-triazole having sodium salt of vinylsulphonic acid of various compo-
sitions. The formation of nanocomposites was carried out using chemical reduction of silver ions by sodium 
borohydride in a copolymer- containing aqueous medium. According to the dynamic light scattering data, a 
decrease in the average sizes of metal-polymer coils in water-salt solutions of nanocomposites is explained in 
terms of an increase in the content of sulphonate groups in the stabilising polymer matrix. The electrophoretic 
light scattering with phase analysis of synthesised nanocomposites reveals the zeta potential (ζ) to vary  
from -35.0 to -75.3 mV with an increased sulphonate unit proportion in the stabilising polymer matrix, indicat-
ing an increase in the stability of the colloidal system. The functional composition of the stabilising polymer 
matrix is established to provide a significant effect on the hydrodynamic dimensions of polymer nanocompo-
sites in an aqueous medium. 
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Исследование нанокомпозитов серебра 
на основе гидрофильных азотсодержащих 
гетероциклических сополимеров 
методами светорассеяния 
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Резюме: Методами светорассеяния исследованы новые полимерные серебросодержащие нанокомпози-
ты на основе водорастворимых сополимеров 1-винил-1,2,4-триазола с натриевой солью винилсульфо-
новой кислоты различного состава. Формирование нанокомпозитов осуществляли методом химическо-
го восстановления ионов серебра боргидридом натрия в водной среде в присутствии сополимеров. По 
данным динамического светорассеяния с увеличением содержания сульфонатных групп в стабилизиру-
ющей полимерной матрице наблюдается уменьшение средних размеров металло-полимерных клубков-
вводно-солевых растворах нанокомпозитов. Исследования синтезированных нанокомпозитов методом-
электрофоретического светорассеяния с анализом фаз показывают, что с увеличением доли сульфо- 
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натных звеньев в составе стабилизирующей полимерной матрицы величина дзета-потенциала (ζ)  
изменяется от -35,0 до -75,3 мВ, что указывает на повышение стабильности коллоидной системы. 
Установлено, что функциональный состав стабилизирующей полимерной матрицы оказывает суще-
ственное влияние на гидродинамические размеры полимерных нанокомпозитов в водной среде. 

 

Ключевые слова: полимерные нанокомпозиты, наночастицы серебра, 1-винил-1,2,4-триазол, натрие-
вая соль винилсульфоновой кислоты 
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INTRODUCTION 
Obtaining organic-inorganic nanocomposites 

based on functional polymers appears to be a 
promising direction. In the processes of nanoparti-
cle formation, a stabilising matrix is necessary, 
since the presence of various functional groups 
allows further modification [1–3], opening up promis-
ing new avenues for utilising target composites [4–6]. 

Due to the possibility of using different ap-
proaches to stabilise nanoparticles [7–9], account-
ing for the ability of the stabilising polymer matrix 
to interact with nanoparticles in order to avoid their 
agglomeration is of a great importance [10]. The 
copolymers of 1-vinyl-1,2,4-triazole are acknowl-
edged to be effective stabilisers of metal nanopar-
ticles [11–20]. 

This paper presents the results of the synthe-
sis and property study of new silver-containing 
nanocomposites based on copolymers of 1-vinyl-
1,2,4-triazole (VT) with the sodium salt of vinyl-
sulphonic acid (Na-VSA). 

 
EXPERIMENTAL PART 
The silver content was determined using an  

AA-6200 atomic absorption spectrometer (Shi-
madzu, Japan) in flame atomisation mode. The 
solution of 0.1 M NaNO3 with 0.1 mg/mL nano-
composite concentration was applied to determine 
the hydrodynamic particle radius and zeta potential 
(ζ) of the studied samples by means of the dynam-
ic light scattering (DLS) and electrophoretic light 
scattering with phase analysis (PALS) methods, 
respectively, using a Zetasiser Nano-ZS photon 
particle analyser (Malvern Instruments, UK). The 
measurements were carried out in thermostated 
cuvettes with an of 25 °С and an angle of detec 
 

tion of scattered light operating temperature 
equal to 173°. 

The initial reagents for the synthesis of nano-
composites consisted of CP grade substances of 
NH4OH, AgNO3 and NaBH4, as well as copolymers 
of VT with Na-VSA of various compositions, ob-
tained under conditions of radical initiation of azo-
bisisobutyronitrile (AIBN) at a temperature of 60 °C 
in DMSO [21]. 

Synthesis of copolymers. The radical copo-
lymerisation of VT and Na-VSA proceeded in 
DMSO at various initial monomer ratios under 
the influence of AIBN in argon-containing sealed 
ampoules at 60 °C for 8 hours. Further, the reac-
tion mixture was dialysed against distilled water for 
72 hours through a 5 KDa membrane (MFPI, 
Cellu Sep H1). Subsequently, the composite was 
isolated by lyophilisation. As the result, white 
nanocomposite powders were obtained with a 
yield of 82–89 %. 

Synthesis of nanocomposites. A solution of 
0.5 mmol AgNO3 in 1 mL of 25% NH4OH was add-
ed to 1.0 g (10 mmol) of a copolymer dissolved in 
15 mL of double-distilled water followed by inten-
sively stirring for 30 min at 20 °C. Then, 1 mmol of 
NaBH4 was gradually added with the stirring con-
tinued for 8 hours. Then the reaction mixture was 
dialysed for 48 hours. Subsequently, the compo-
site was isolated by lyophilisation. The synthesis 
resulted in dark-brown powders of nanocompo-
sites with a yield of 65–70 %. 

 
RESULTS AND DISCUSSION 
The reaction of VT and Na-VSA radical copol-

ymerisation proceeded in accordance with the 
scheme [21]
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Hydrodynamic radii Rh distribution of the scattering particles 

for the nanocomposite and the initial copolymer (a); 
Relationship between zeta-potential (1) and the hydrodynamic radii Rh 

of scattering particles (2) of nanocomposites and content 
of Na-VSA in the original copolymer (b) 

 
Гистограмма распределения по гидродинамическим радиусам Rh  

рассеивающих частиц для нанокомпозита и исходного сополимера (a); 
Зависимость дзета-потенциала (1) и гидродинамических радиусов Rh 

рассеивающих частиц (2) нанокомпозитов от содержания Na-ВСК в исходном сополимере (b)
 
The histograms provided in the figure are 

characterised by a monomodal particle size dis-
tribution with a maximum corresponding to the 
effective hydrodynamic radius of the scattering 
particles. A noticeable increase is indicated in 
the hydrodynamic radius of complex nanocom-
posite particles presented by an ensemble of 
silver nanoparticles in a coil of copolymer mac-
romolecules, as compared to the initial copoly-
mer macromolecules (from 163 nm in the initial 
copolymer to 676 nm in the based nanocompo-
site). This is possibly due to the formation of co-
ordinated cross-linked complex particles under 
the action of multiple cooperative forces of in-
termolecular interaction, with metallic silver na-
noparticles acting as coordinating cross-linking 
agent. As a result of this interaction, relatively 
large macromolecular coils are formed. 

With an increase in the proportion of Na-VSA in 
the stabilising copolymer, a decrease in the  
average sizes of metal-polymer coils is observed, 
indicating the formation of more compact struc-
tures. The functional composition effect of the 
stabilising matrix on the hydrodynamic dimen-
sions of polymer nanocomposites is associated 

with the action of salt groups: sulphonate frag-
ments in the ionised state cause the appearance 
of a negative charge on polymer macromole-
cules further immobilised on the positively 
charged surface of silver metal nanoparticles, 
leading to a denser coagulation of macromolecu-
lar coils. 

Studies of synthesised nanocomposites by 
electrophoretic light scattering with phase analy-
sis identified the zeta potential (ζ) ranging from 
 -35.0 to -75.3 mV with an increase in the pro-
portion of sulphonate units in the stabilising pol-
ymer matrix, indicating an increase in the stabil-
ity of the colloidal system. 

 
CONCLUSION 
A light scattering study was carried out on 

new stable polymer nanocomposites with silver 
nanoparticles based on 1-vinyl-1,2,4-triazole and 
the sodium salt of vinylsulphonic acid copoly-
mers. The functional composition of the stabilis-
ing polymer matrix was established to cause a 
significant effect on the hydrodynamic dimen-
sions of polymer nanocomposites in an aqueous 
medium. 
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Переэтерификация подсолнечного масла  
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Резюме: Разработка экологически безопасных способов получения биодизельного топлива и освое-
ние новых возобновляемых источников энергии на сегодняшний день являются актуальными зада-
чами. Цель работы – оценка влияния продолжительности и температуры обработки подсолнечно-
го масла в среде суб- и сверхкритического диметилкарбоната на выход и состав метиловых эфи-
ров карбоновых кислот. Эксперимент выполнен в автоклаве периодического типа в интервале 
температур 150–325 °С, мольное соотношение масло : диметилкарбонат = 1 : 9. Химический со-
став продуктов переэтерификации исследован методом ГХ-МС. Показано, что в субкритических 
условиях в интервале 150–225 °С переэтерификация масел практически не происходит. Увеличение 
выхода метиловых эфиров наблюдается при температурах выше 225 °С с максимумом (90,6 % 
масс.) в сверхкритической области при 280 °С. При обработке в субкритических условиях в течение 
9 мин выход метиловых эфиров не превышает 80 % масс. При этом в составе продуктов переэте-
рификации наряду с метиловыми эфирами обнаружены моно- и диглицериды жирных кислот, мета-
нол, глицерин и продукты его превращений, содержание которых с повышением температуры сни-
жается. Продукт переэтерификации масла в сверхкритических условиях представлен по составу 
метиловыми эфирами карбоновых кислот. Содержание примесей не более 1 %. Влияние продолжи-
тельности обработки на выход метиловых эфиров наиболее выражено в субкритических условиях 
процесса. В сверхкритических условиях более 80 % триглицеридов масла превращается в метило-
вые эфиры карбоновых кислот в течение 3–5 мин обработки. На основании проведенных исследова-
ний обоснован выбор температурных условий процесса переэтерификации масла в среде диметил-
карбоната и получены дополнительные сведения о составе продуктов. 
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in a sub- and supercritical dimethyl carbonate medium 
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Abstract: At present, the development of environmentally friendly methods for producing biodiesel and the 
development of new renewable energy sources appears to be an urgent task. The present article reports on a 
study aimed at assessing the effect of the duration and temperature of sunflower oil processing in sub- and 
supercritical dimethyl carbonate media on the yield and composition of methyl esters of carboxylic acids. The 
experiment was carried out using a batch type autoclave in the temperature range of 150–325 °С and an 
oil : dimethyl carbonate molar ratio equal to 1 : 9. The chemical composition of transesterification products 
was studied using the GC-MS method. Under subcritical conditions in the range of 150–225

 °С, no transesteri-
fication of oils practically is detected. An increase in the yield of methyl esters is observed at temperatures  
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above 225 °С with a maximum value of 90.6 % mass identified in the supercritical region at 280 °С. When 
processed under subcritical conditions for 9 min, the yield of methyl esters does not exceed 80 % of the mass. 
Along with methyl esters, transesterification products were represented by mono- and diglycerides of fatty  
acids, methanol, glycerine and the products of glycerine transformations. The content of these products de-
creased under an increase in temperature. The transesterification product of oil under supercritical conditions 
is represented by the composition of methyl esters of carboxylic acids. The content of impurities is not more 
than 1 %. The effect of the treatment duration on the yield of methyl esters is shown to be most pronounced in 
the subcritical conditions of the process. Under supercritical conditions, more than 80 % of the oil triglycerides 
are converted to carboxylic acid methyl esters within 3–5 minutes of treatment. Based on the conducted stud-
ies, the choice of temperature conditions for the transesterification of oil in dimethyl carbonate medium was 
substantiated and additional information on the composition of the products was obtained. 
 
Keywords: dimethyl carbonate, sub- and supercritical conditions, transesterification, sunflower oil, methyl 
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ВВЕДЕНИЕ 
Вредное воздействие на экологию исполь-

зованного нефтяного дизельного топлива и  
сокращение запасов нефти способствовали 
разработке способов получения биодизельного 
топлива из растительных масел: в настоящее 
время эфиры рапсового масла используются в 
качестве топлива в Европе, а эфиры пальмово-
го масла – в Малайзии [1, 2]. 

Биодизельное топливо обычно получают 
путем переэтерификации из пальмового, соево-
го и рапсового масел [3–6] и животных жи- 
ров [7]. Традиционный способ его получения 
представляет собой многостадийный процесс, 
включающий переэтерификацию триглицери-
дов масла метанолом в присутствии щелочного 
катализатора, фракционирование полученных 
продуктов и очистку. К основным недостаткам 
этого процесса относят его продолжительность, 
сложность очистки продукта, высокие требова-
ния к составу сырья, токсичность метанола и 
продуктов очистки. 

Проведение переэтерификации в среде 
сверхкритического метанола без катализато- 
ра [8, 9] и с катализатором [10] позволило су-
щественно сократить продолжительность про-
цесса и снизить требования к составу масел, в 
частности, по содержанию воды и свободных 
карбоновых кислот. Недостатками оставались 
токсичность метанола и проведение реакции в 
условиях высоких температур (350–400 °С). В 
целях повышения экологичности процесса про-
изводства вместо метанола было предложено 
использовать этанол [11–15] и диметилкарбо-
нат при атмосферном давлении [16, 17] и в 
сверхкритических условиях [18–21]. Было пока-
зано, что переэтерификация диметилкарбона-
том имеет практические перспективы, посколь-

ку диметилкарбонат является экологически чи-
стым реагентом и имеет высокую метилирую-
щую способность. Процесс протекает с высокой 
скоростью, а полученное биотопливо по ряду 
характеристик превосходит традиционное био-
дизельное топливо. Однако для широкого прак-
тического внедрения требуются дополнитель-
ные исследования, так как недостаточно све-
дений о механизме переэтерификации, а также 
о составе продуктов в зависимости от условий 
процесса, в частности, мало изучена переэте-
рификация диметилкарбонатом в субкритиче-
ских условиях.  

Цель настоящей работы – дать сравни-
тельную оценку влияния продолжительности и 
температуры обработки подсолнечного масла в 
среде суб- и сверхкритического диметилкарбо-
ната на выход и состав метиловых эфиров кар-
боновых кислот. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Работа выполнена с нерафинированным 

подсолнечным маслом, приобретенным в тор-
говой сети. В качестве метилирующего реаген-
та использован диметилкарбонат. Критические 
параметры диметилкарбоната [16]: температу-
ра – 274,9 °С; давление – 4,63 МПа. 

Переэтерификацию масла проводили в ав-
токлаве объемом 8 см3, изготовленном из не-
ржавеющей стали, в интервале температур 
150–325 °С и продолжительности изотермиче-
ской выдержки от 3 до 13 мин. Скорость нагре-
ва автоклава до заданной температуры состав-
ляла 20 град/мин, скорость охлаждения – 
50 град/мин. Мольное соотношение масло : ди- 
метилкарбонат = 1 : 9. 

Количественное содержание диметилкар-
боната, свободных и метилированных карбоно- 
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вых кислот в продуктах переэтерификации опре-
деляли методом ГХ-МС на хроматографе 7820 А 
с селективным масс-спектрометрическим детек-
тором НР 5975 фирмы «Agilent Technologies». 
Энергия ионизации – 70 эВ. Температура: сепа-
ратора – 280 °С, ионного источника – 230 °С. 
Кварцевая колонка 30000×0,25 мм со стационар-
ной фазой (95 % диметил-5 % дифенилполиси-
локсан). Условия анализа: 3 мин изотермы при 
45 °С с последующим подъемом температуры до 
180 °С со скоростью 25 град/мин и затем – до 
230 °С со скоростью 4 град/мин с выдержкой в 
течение 20 мин при 230 °С. Идентификацию ком-
понентов осуществляли с использованием биб-
лиотеки масс-спектров «NIST11». В качестве 
внутреннего стандарта использовали ацетонит-
рил. 

Кислотное и эфирное числа масла опреде-
ляли по ГОСТ 52110-2003 и ГОСТ 5478-90 соот-
ветственно. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Исходное масло характеризуется относи-

тельно высоким содержанием свободных карбо-
новых кислот. Кислотное число масла в пересче-
те на олеиновую кислоту составило 0,86 % масс. 
В их составе в преобладающих количествах 
присутствуют такие ненасыщенные кислоты, как 
олеиновая, линолевая и линоленовая. На долю 
насыщенных кислот, представленных пальмити-
новой и стеарино-вой кислотами, приходится 
около 11 %. Высокое содержание триглицеридов 
кислот (ЭЧ = 97,8 % масс.) в комплексе со сво-
бодными карбоновыми кислотами обеспечивает 
достаточно высокий выход метиловых эфиров 
 

при обработке масла диметилкарбонатом. 
Согласно полученным данным, выход ме-

тиловых эфиров повышается с увеличением 
температуры и продолжительности обработки. 

В субкритических условиях в интервале 
температур 150–225 °C процесс переэтерифи-
кации масла практически не протекает. Выход 
метиловых эфиров не превышает 1,5 % (рис. 1). 
При последующем повышении температуры он 
резко возрастает, достигая 60,5 % масс. при 
260 °С обработке в течение 9 мин. При увели-
чении продолжительности до 13 мин выход 
эфиров составил 70,6 %. Максимальный выход 
метиловых эфиров – 90,6 % масс., был получен 
при продолжительности обработки 9 мин в 
сверхкритических условиях при 280 °С. В этих 
условиях 92,3 % триглицеридов масла превра-
тилось в метиловые эфиры кислот. Использо-
вание температуры обработки более 300 °С 
нежелательно, так как выход эфиров снижает-
ся, вероятно, из-за их низкой термостойкости. 

Влияние продолжительности обработки на 
выход метиловых эфиров наиболее выражено в 
субкритических условиях (рис. 2). Так, при 260 °С 
при повышении продолжительности обработки с 
3 до 9 мин выход метиловых эфиров увеличился 
практически на 60 %, в то время как при 280 °С – 
лишь на 12 %. Следует отметить, что процесс 
переэтерификации масла в сверхкритических 
условиях протекает с большей скоростью, поско-
льку при 280 °С в течение 3 мин около 80 % сво-
бодных карбоновых кислот и триглицеридов мас-
ла превращаются в метиловые эфиры, в то вре-
мя как в субкритических условиях при 260 °С – не 
более 1,5 %. 

 

 
 

Рис. 1. Зависимость выхода метиловых эфиров  
от температуры переэтерификации (продолжительность 9 мин) 

 
Fig. 1. Methyl esters yield versus transesterification temperature (duration 9 min) 
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Рис. 2. Зависимость выхода метиловых эфиров от продолжительности обработки 
 

Fig. 2. Methyl esters yield versus duration of treatment 
 

Основными компонентами продукта пе- 
реэтерификации масла, полученного в среде 
сверхкритического диметилкарбоната при 
280 °С (9 мин), являются метиловые эфиры 
насыщенных (С8–С19) и ненасыщенных кислот 
(С16–С20). На долю последних, представленных 
эфирами пальмитолеиновой, олеиновой, лино-
левой и эйкозадиеновой кислот, приходится 
84 % от общего содержания эфиров. Домини-
рующим является метилолеат (65 % отн.). Со-
держание примесей, представленных в основ- 
ном алканами, не превышает 1 %. Глицерин-
карбонат, цитрамаловая кислота и глиоксаль, 
образование которых предполагают при 
сверхкритической переэтерификации диме- 
тилкарбонатом [16], не обнаружены, что сви-
детельствует о необходимости дополнитель-
ных исследований механизма процесса пере-
этерификации масел в среде диметилкарбо-
ната. 

Отличительной особенностью продуктов 
переэтерификации подсолнечного масла в суб- 
кретических условиях является присутствие в 
их составе моно- и диглицеридов жирных кис- 

лот, метанола, глицерина и продуктов его 
превращений (глицидола, 1-метоксипропан- 
диола, 1,3-диметокси-2-пропанола, 2-пропенил- 
оксиметилоксирана и др.). С повышением тем- 
пературы обработки их содержание снижается. 

 
ВЫВОДЫ 
В результате проведенного исследования: 
– подтверждена возможность проведения 

переэтерификации подсолнечного масла в 
среде суб- и сверхкритического диметилкарбо-
ната без использования катализаторов с полу-
чением высокого выхода метиловых эфиров 
карбоновых кислот; 

– установлено, что переэтерификация 
масла диметилкарбонатом протекает в интер-
вале температур 225–280 °С; 

– показано, что в составе продуктов суб- 
критической переэтерификации наряду с мети-
ловыми эфирами присутствуют моно- и дигли- 
цериды жирных кислот, метанол, глицерин и 
продукты его превращений. Содержание при- 
месей в продукте сверхкритической переэте- 
рификации не превышает 1 %. 
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