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Abstract: A priority task in contemporary organic chemistry consists in the synthesis of practically useful 
metal complexes having carbonyl-containing ligands. The present article details the isolation of several new 
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Резюме: Синтез практически значимых металлокомплексов с карбонилсодержащими лигандами 
является приоритетной задачей современной органической химии. Комплексообразованием  
1-алкокси-1,4-диоксо-2-алкенолятов натрия, полученных конденсацией алкил(арил)метилкетонов с 
диалкилоксалатами в присутствии в качестве конденсирующего реагента натрия или гидрида 
натрия, с солями металлов (цинка(II), меди(II) и никеля(II)) выделены новые бис-(4-алкил(арил)-1-
оксо-1-алкоксиалкан-2,4-дионато)металлы(II). Строение синтезированных оксоенолятов натрия  
и металлокомплексов подтверждено спектральными методами анализа (ИК-, ЯМР 

1
Н-,  

ЯМР 
13

С-спектроскопии и масс-спектрометрии). В ИК-спектрах твердых образцов выделенных 
соединений обнаружены полосы валентных колебаний сложноэфирных карбонильных групп, а так-
же эфирные полосы высокой интенсивности, обусловленные колебаниями связей С-О-С. Для со-
единений, содержащих ароматические фрагменты в ИК-спектрах, найдены полосы, отвечающие 
колебаниям монозамещенных бензольных колец. В спектрах ЯМР 

1
Н оксоенолятов натрия и ме-

талло-комплексов, записанных в ДМСО-d6, присутствуют классические сигналы этокси- и  
н-бутоксифрагментов, метиновых протонов, а также протонов ароматических колец. Химиче-
ские сдвиги углеродных атомов в спектрах ЯМР 

13
С окоенолятов натрия хорошо сопоставимы со 

справочными значениями. В масс-спектрах синтезированных соединений, зарегистрированных в 
режиме электрораспыления, наблюдаются сигналы протонированных и катионированных молекул 
[M+H]

+
, [M+NH4]

+
, [M+Na]

+
, [M+K]

+
. С использованием квантово-химических методов построены мо-

дели полученных соединений и рассчитаны энергии образования и константы диссоциации. Опти-
мизация геометрических параметров равновесных состояний оксоенолятов натрия и металло-
комплексов произведена в рамках двух методов: теории функционала плотности (DFT) и самосо-
гласованного поля (SCF). Относительные величины энергий образования свидетельствуют о вы-
сокой стабильности синтезированных веществ, при этом, согласно полученным данным, большей 
устойчивостью в газовой фазе характеризуются медные комплексы.  
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INTRODUCTION 
The chemistry of metal complexes is an ex-

tensive and rapidly developing field due to the 
multifunctionality and practical significance of 
these materials. Among the interesting properties 
of metal-complex compounds are included biolog-
ical, pharmacological, photochemical and photo-
physical attributes [1–15]. Additional some metal 
complexes have been successfully used in the 
development of novel nanoscale structures [16]. 
Among metal complexes having organic ligands, 
the least studied are those based on polycarbonyl 
systems with conjugated α- and β-dioxo links. In 
order to expand the number of available metal 
complexes having carbonyl-containing ligands, 
the present study set out to synthesise new repre-
sentative compounds and evaluate their stability 
using quantum chemical methods. 

 

EXPERIMENTAL 
Synthesis of 4-alkyl(aryl)-1-alkoxy-1,4-dioxo-

2-sodium alkenolates (1). General procedure. 
0.58 g (25 mmol) of sodium was gradually added 
with stirring to a mixture of 25 mmol of the corre-
sponding methyl ketones (3-methylbutanone-2 or 
acetophenone), 25 mmol of dialkyl oxalates  
(di-n-butyloxalate or diethyl oxalate) and  

50–100 ml of benzene or toluene. The reagent 
mixture was boiled for 1.5–2 h (TLC control) in a 
round bottom flask with reflux condenser. Follow-
ing evaporation of solvent, the obtained oxoeno-
lates were washed with ether.  

1-Butoxy-5-methyl-1,4-dioxo-2-hexene-2-so-
dium-olate (1а). Yield 84 %, melting point (tmelt) – 

118–122 C. IR spectrum, , cm
-1

: 2959 as (CH3), 

2931 as (CH2), 1698 (C
1
=O), 1625 (C

4
=О, С=С), 

1379  (CH3), 1267  (С-О-С) 951, 770  (CH). 

NMR spectrum 
1
H, , ppm (DMSO-d6): 0,91 t (3Н, 

О(СН2)3СН3, JНН 7,7 Hz), 0,98 d (6Н, (СН3)2СН), 
1,35 m (2Н, ОСН2СН2СН2СН3), 1,60 m (2Н, 
ОСН2СН2СН2СН3), 2,40 m (1Н, (СН3)2СН), 4,05 t 
(4Н, 2ОСН2СН2СН2СН3, JНН 7,2 Hz), 5,65 s (1Н, 

СН). NMR spectrum 
13

С, С, ppm (DMSO-d6): 13,5 
(ОСН2СН2СН2СН3), 18,6 (ОСН2СН2СН2СН3), 19,8 
(СН3)2СН), 20,0 (ОСН2СН2СН2СН3), 30,1 (СН3)2СН), 
63,7 (ОСН2СН2СН2СН3), 93,6 (СН), 167,0 (СОNa), 
168,7 (СООС4Н9), 199,4 ((СН3)2СНСО). Mass spec-
trum (ESI-TOF), m/z (I rel,%): 237.1099 (62) [M+H]

+
, 

259.0914 (47) [M+Na]
+
. Calculated: for С11Н18О4Na – 

237.1097; for C11H17O4Na2 – 259.0917. 
Sodium 1,4-dioxo-4-phenyl-1-ethoxy-2-buten-

2-olate (1b). Yield – 85 %, tmelt – 156–160 C. IR 

spectrum, , cm
-1

: 3060  (С-Н, Ar), 2979 as 
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(СН3), 2929 as (СН2), 2871 s (СН2), 1687  

(C
1
=O), 1623  (C

4
=O), 1575  (С=С), 1505  

(С=C, Ar), 1390, 1364  (CH3), 1231  (С-О-С), 

1097  (CH, Ar), 950-753 (CH). NMR spectrum 
1
H, 

, ppm (DMSO-d6): 1.26 t (3H, COOCH2CH 3, J НН 
7.4 Hz), 4.17 q (2H, COOCH 2CH3, J НН 7.4 Hz), 
6.42 s (1H, CH), 7.29–7.51 m (3H, C

3 '
H, C

4 '
H, 

C
5'
H in C6H5), 7.82 d (2H, C

2 '
H, C

6'
H in C6H5). 

NMR spectrum 
13

С, С, ppm (DMSO-d6): 14,0 
(ОСН2СН3), 60,3 (ОСН2СН3), 92,0 (СН), 126,4 
(С

2'
 and C

6'
 in С6H5), 128,1 (C

3'
 and C

5'
 in С6H5), 

129,8 (C
4'
 in С6H5), 142,2 (C

1'
 in С6H5), 167,2 

(СОNa), 170,6 (СООС2Н5), 185,4 (С6Н5СО). 
Mass spectrum (ESI-TOF), m/z (I rel, %): 243.0624 
(38) [M+H]

+
, 265.0443 (82) [M+Na]

+
. Calculated: 

for С12Н12О4Na – 243.0628; for C12H11O4Na2 – 
265.0447. 

Synthesis of bis-(4-alkyl(aryl)-1-oxo-1-alko-
xyalkane-2,4-dionato)-metals (II) (2a–2e). General 
procedure. A solution of 1.0 mmol (0.18 g) zinc 
acetate, 1.0 mmol (0.18 g) of copper acetate or 
1.0 mmol (0.24 g) of nickel chloride hexahydrate 
in 30–50 ml of water was added with stirring to a 
solution of 2.0 mmol of sodium 4-alkyl(aryl)-1-
alkoxy-1,4-dioxo-2-alkenolates (1а or 1b) in  
30–50 ml of water for preparation of compounds 
2а and 2d, 2b and 2e, 2c and 2f, correspondingly. 
After 30 minutes, the as-formed precipitate was 
filtered off and recrystallised from ethanol. The 
yields were not optimised. 

Bis-(1-butoxy-5-methyl-1-oxohexane-2,4-dio-
nato) zinc (II) (2a). Yield – 47 %, tmelt –  

102–104 °C. IR spectrum, , см
-1

: 2959 as (СН3), 

2933 as (CH2), 1725  (CООС2Н5), 1599  (С=С), 

1455 as (СН3), 1267  (С-О-С), 822, 781  (CH). 

NMR spectrum 
1
H, , ppm (DMSO-d6): 0,91 t (6H, 

2COOCH2CH3, JНН 7,6 Hz), 0,98 d (12Н, 2(СН3)2СН, 
JНН 7,7 Hz), 1,35 m (4Н, 2ОСН2СН2СН2СН3), 1,59 m 
(4Н, 2ОСН2СН2СН2СН3), 2,40 m (1Н, (СН3)2СН), 
4,06 t (2Н, ОСН2СН2СН2СН3, JНН 7,2 Hz), 5,64 s 
(2Н, 2СН). Mass spectrum (ESI-TOF), m/z (I rel, %): 
491.1616 (34) [M+H]

+
, 508.1887 (38) [M+NH4]

+
,
 

513.1436 (64) [M+Na]
+
. Calculated: for C22H35O8Zn

+
 – 

491.1618; for C22H38O8NZn
+
 – 508.1883; for 

C22H34O8NaZn
+ 
– 

 
513.1437.  

Bis-(1-butoxy-5-methyl-1-oxohexane-2,4-dio-
nato) copper (II) (2b). Yield – 38 %, tmelt –  

190–192 °C. IR spectrum, , cm
-1

: 2961 as (СН3), 

2934 as (CH2), 1722  (CООС2Н5), 1582  (С=С), 

1456 as (СН3), 1317  (С-О-С), 823, 796  (CH). 
Mass spectrum (ESI-TOF), m/z (I rel, %): 512.1443 
(46) [M+Na]

+
, 528.1182 (34) [M+K]

+
. Calculated: 

for C22H34O8NaCu
+ 

– 512.1442; for C22H34O8КCu
+ 

– 528.1181. 

Bis-(1-butoxy-5-methyl-1-oxohexane-2,4-dio-
nato) nickel (II) (2c). Yield – 34 %, tmelt – 98–100 

°C. IR spectrum, , cm
-1

: 2958 as (СН3), 2933 as 

(CH2), 1724  (CООС2Н5), 1598  (С=С), 1454 as 

(СН3), 1269  (С-О-С), 843, 777  (CH). Mass 

spectrum (ESI-TOF), m/z (I rel, %): 485.1682 (65) 
[M+H]

+
, 507.1498 (32) [M+Na]

+
. Calculated: for 

C22H35O8Ni
+
 – 485.1680; for C22H34O8NaNi

+ 
– 

507.1499. 

Bis-(1-oxo-4-phenyl-1-ethoxybutane-2,4-dio-
nato) zinc (II) (2d). Yield 43%, tmelt – 130–131 ºC. 

IR spectrum, , cm
-1

: 2971 as (СН3), 1726  

(СОOS2Н5), 1597, 1575  (С=C), 1519, 1464  

(С=C, Ar), 1429 as (СН3), 1274  (С-О-С), 1170 

planar (CH, Ar), 770, 752 non-planar (CH, Ar). NMR 

spectrum 
1
H, , ppm (DMSO-d6): 1,27 t (6H, 

2COOCH2CH3, JНН 7,4 Hz), 4,18 q (4H, 
2COOCH2CH3, JНН 7,4 Hz), 6,42 s (2H, 2CH), 
7,24-7,52 m (6H, C

3'
H, C

4'
H, C

5'
H in 2С6H5), 7,82 

d (4H, C
2'
H, C

6'
H in 2С6H5). Mass spectrum (ESI-

TOF), m/z (I rel,%): 503.0678 (80) [M+H]
+
, 

520.0945 (53) [M+NH4]
+
,
 
525.0497 (100) [M+Na]

+
, 

541.0235 (22) [M+K]
+
. Calculated: for 

C24H23O8Zn
+ 

– 503.0679; for C24H26O8NZn
+ 

–
 

520.0944; for C24H22O8NaZn
+ 

– 525.0498; for 
С24H22O8КZn

+ 
– 541.0238. 

Bis-(1-oxo-4-phenyl-1-ethoxybutane-2,4-dio-
nato) copper (II) (2e). Yield – 42 %, tmelt –  

125–127 °C. IR spectrum, , cm
-1

: 2976 as (СН3), 

1728  (CООС2Н5), 1592  (С=С), 1564, 1514, 

1456  (С=C, Ar), 1434 as (СН3), 1272  (С-О-С), 

1142 planar (CH, Ar), 769, 743 non-planar (СН, Ar). 
Mass spectrum (ESI-TOF), m/z (I rel,%): 502.0685 
(22) [M+H]

+
, 519.0948 (98) [M+NH4]

+
,
 
524.0503 

(100) [M+Na]
+
, 540.0243 (48) [M+K]

+
. Calculated: 

for C24H23O8Cu
+ 

–  502.0683; for C24H26O8NCu
+
 – 

519.0949; for C24H22O8NaCu
+ 

– 524.0503; for 
С24H22O8КCu

+ 
– 540.0242. 

Bis-(1-oxo-4-phenyl-1-ethoxybutane-2,4-dio-
nato) nickel (II) (2f).Yield – 38 %, tmelt –  

140–143 °C. IR spectrum, , cm
-1

: 2954 as (СН3), 

1729  (CООС2Н5), 1595, 1572  (С=С), 1519, 

1456  (С=C, Ar), 1422 as (СН3), 1269  (С-О-С), 

1146 planar (CH, Ar), 771, 745 non-planar (СН, Ar). 
Mass spectrum (ESI-TOF), m/z (I rel,%): 497.0745 
(56) [M+H]

+
, 519.0561 (42) [M+Na]

+
. Calculated: 

for C24H23O8Ni
+
 – 497.0741; for C24H22O8NaNi

+ 
–

 

519.0560. 
IR spectra of compounds 1a, 1b were rec-

orded on a Bruker Alpha FTIR spectrometer;  
ATR mode, ZnSe crystal IR spectra of compounds 
2a–2e were recorded on a Vertex 70 IR Fou- 
rier spectrometer (Bruker, Germany): range – 
400–4000 cm

-1
, resolution – 2 cm

-1
, number of 

scans of the background and sample – 32, ATR 
mode, diamond crystal. NMR spectra

1
H of the 

compounds 1а, 1b, 2а and 2d and NMR 
13

С of 
the compounds 1а and 1b in DMSO-d6 were ob-
tained using NMR Fourier spectrometer Bruker 
AVANCE II (400 МHz), internal standard –  
TMS. Mass spectra of the compounds 1, 2 were 
recorded on a quadrupole-time-of-flight ultra-high-
resolution mass spectrometer Orbitrap Elite, Mi-
croTof Bruker Daltonics. Positive ions were de-
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tected in the electrospray ionisation (ESI) mode. 
Samples dissolved in DMSO diluted with acetoni-
trile or methanol were injected with a syringe 
pump at a flow rate of 240 μl/h.  

The individuality of the obtained substances 
was confirmed by TLC on Silufol UV-254 plates in 
the benzene–ether–acetone (10:9:1) system or 
acetone–hexane (2:3) system; the chroma-
tograms were stained using iodine vapour. The 
initial reagents were purified by distillation before 
use.  

The optimisation of the geometric parameters 
of the equilibrium states of sodium oxoenolate and 
metal complexes was carried out using the follo-
wing two methods: density functional theory (DFT) 
and self-consistent field (SCF). When calculating 
using the SCF method, the aug-cc-pVDZ basis 
was used, while the DFT method used the 
PBE/DZP approximation. Accounting for solvents 
was carried out according to the PCM model, in 
the case of compounds 1a, 1b – benzene and 
water, for compounds 2a–2f – water. The relative 
formation energies of the structures 2а–2f were 
calculated using the following equations  

 

G(E) = G(E)(MeX) – G(E)(Me
2+

) + G(E)(2X
-
); 

G(E) = G(E)Σpr – G(E)Σreag [17]. 
 

The calculations were performed in the Fire-
Fly 8.1 software package.  

 
RESULTS AND DISCUSSION 
The condensation of alkyl(aryl)methyl-keto-

nes(3-methylbutanone-2 and acetophenone) with 
dialkyl oxalates (diethyl oxalate and di-n-butyl- 
oxalate) in the presence of sodium or sodium hy-
dride in benzene or toluene at a ratio of the star- 
ting reagents 1:1:1 yielded sodium 1-alkoxy-1,4-
dioxo-2-alkenolates (1) (Fig. 1). 

New bis-(4-alkyl(aryl)-1-oxo-1-alkoxyalkane -
2,4-dionato)-metals (II) (2) were synthesised by 
complex formation of sodium oxoenolates (1) with 
salts of zinc (II), copper (II) and nickel (II) in an 
aqueous medium with the initial ratio of reagents 
of 2:1 (Fig. 2). 

The structure of the obtained sodium oxoeno-
lates (1) and metal (II) complexes (2) based on 
them was confirmed by means of IR, NMR

1
Н-, 

NMR
13

Н-spectroscopy, as well as mass spec-
trometry

1,2
.  

 

O

AlkO

O

OAlk+

Na (NaH)

1 : 1 : 1

- EtОН

Me

O

R

OO

R

Na

OAlk

O

1
 

R = i-Pr (1a), Ph (1b); Alk = n-Bu (1a), Et (1b) 
 

Fig. 1. Scheme of the synthesis of 1-alkoxy-1,4-dioxo-2-sodium alkenolates (1) 
 

Рис. 1. Схема синтеза 1-алкокси-1,4-диоксо-2-алкенолятов натрия (1) 
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Met = Zn (II) (2a, d), Cu (II) (2b, e), Ni (II) (2c, f) 
 

Fig. 2. Scheme of synthesis of bis-[4-alkyl(aryl)-1-oxo-1-alkoxyalkane-2,4-dionato] metals (II) (2) 
 

Рис. 2. Схема синтеза бис-(4-алкил(арил)-1-оксо-1-алкоксиалкан-2,4-дионато)металлов(II) (2) 
    

1
Pretsch E, Bühlmann P, Affolter C. Structure Determination of Organic Compounds. Tables of spectral da-

ta (translated from English by B.N. Tarasevich). Moscow: Mir; BINOM. Laboratorya Znanii, 2006. 438 p.  
2
Silverstein R, Webster F, Kiemle D. Spectrometric identification of organic compounds (translated from 

English by N.M. Sergeev, B.N. Tarasevich). Moscow: BINOM. Laboratorya Znanii, 2012. 557 p. 
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IR spectra of solid samples of sodium  
1-alkoxy-1,4-dioxo-2-alkenolates (1) and bis-(4-

alkyl(aryl)-1-oxo-1-alkoxyalkane-2,4-dionato) me-
tals (II) (2) are characterised by the presence of a 
bright stretching band of the ester carbonyl group in 
the region of 1698–1687 cm

-1
 (for compounds 1а 

and 1b) and 172—1722 cm
-1 

(for compounds  
2a–2f). The bands in the region of 1597–1456 cm

-1 

are due to vibrations of monosubstituted aromatic 
rings (for compounds 1b and 2d–2f). The high-
frequency ether band arising due to vibrations  
of the С-О-С fragment appears in the region of 
1267–1231 cm

-1 
(for compounds 1а and 1b) and 

1317–1267 cm
-1 

(for compounds 2a–2f).  
In the NMR spectra of 

1
H sodium oxoenolates 

(1a and 1b) and zinc complexes (2a and 2d) re-
corded in DMSO-d6, the characteristic ethoxy frag-
ments signals are observed for 1b and 2d) and  
n-butoxy fragments signals (for compounds 1a and 
2a). Methine protons are identified by singlet sig-
nals in the region of 5.65–6.42 ppm. Proton signals 
of the monosubstituted aromatic rings for com-
pounds 1b and 2d with phenyl fragments were re-
corded in the range 7.24–7.82 ppm. 

The NMR spectra of 
13

С sodium oxoenolates 
(1а and 1b) recorded in DMSO-d6, contain signals 
of alkyl carbon atoms in the range 13.5-30.1 ppm. 
The signals of aromatic carbon atoms (for com-
pound 1b) were recorded in the region of  
126.4–142.2 ppm. Carbon atoms of carbonyl 

groups of ester fragments were detected at 168.7 
(for n -butoxycarbonyl group of compound 1а) and 
170.6 (for ethoxycarbonyl group of compound 1b). 

In the mass spectra of synthesised com-
pounds recorded in the electrospray mode, signals 
of protonated and cationised molecules are ob-
served [M+H]

+
, [M+NH4]

+
, [M+Na]

+
 [M+K]

+
. 

In order to study the stability of the synthe-
sised compounds, quantum-chemical calculations 
of their formation energies were carried out (Tab- 
le 1). The calculations demon-strate the best con-
vergence under the HF / aug-cc-pVDZ approxima-
tion. The solvation effects were considered only in 
the PBE / DZP approximation; in view of the com-
plexity of the calculation, the solvation correction 
for the aug-cc-pVDZ basis was not considered in 
the SCF method. According to the obtained data, 
copper complexes have the greatest stability in the 
gas phase out of all the complexes tested. In ge-
neral, according to the relative values of the for-
mation energies, all compounds are stable, and 
metal complexes (2) are characterised by greater 
stability compared to sodium oxoenolates (1).  

The values of the theoretically calculated dis-
sociation constants of the obtained compounds are 
provided in Table 2. The obtained values indicate 
that zinc complexes (2a, 2d) possess the highest 
electrolytic dissociation capacity of all obtained 
metal complexes, while the compounds 1a, 1b are 
relatively similar in terms of electrolyte strength. 

 

Table 1 
Absolute (E

0
, G

0
) and relative (ΔE, ΔG) formation energies of compounds 1a, 1b, 2a–2f  

Таблица 1 
Абсолютные (E

0
, G

0
) и относительные (ΔE, ΔG) энергии образования  

соединений 1а, 1b, 2а–2f 
 

Compound 
HF / aug-cc-pVDZ PBE / DZP PBE / DZP + PCM 

E
0
, Hartree ΔE, kJ/mol G

0
 , Hartree ΔE, kJ/mol G

0
, Hartree ΔE, kJ/mol 

1а -887,923168   -143,3 -891,566532   -161,5 -891,584457 -137,6 
1b -922,301360   -145,2 -926,104389   -157,3 -926,125552 -139,0 
2а -3229,962850 -1315,8 -3237,721356 -1435,8 -3237,765320 -79,6 
2b -3091,107386 -1354,0 -3098,915975 -1556,8 -3098,947774 -922,5 
2c -2959,021762 -1270,8 -2966,768176 -1509,1 -2966,787241 -384,2 
2d -3298,717676 -1311,7 -3306,801958 -1448,6 -3306,847853   -80,5 
2e -3159,861688 -1348,6 -3167,994962 -1565,4 -3168,030201 -923,1 
2f -3027,776747 -1267,1 -3035,849309 -1523,3 -3035,872814 -393,1 

 

 
Table 2 

Dissociation constants of compounds  
1a, 1b, 2a, 2c, 2d, 2f  

Таблица 2 
Константы диссоциации соединений  

1а, 1b, 2а, 2c, 2d, 2f 
 

Compound 
PBE / DZP + PCM 

Stage I Stage II 

1а 9,510
-39

 – 

1b 4,510
-38 

– 

2a  1,710
-42

 1,410
-28

 
2c 7,310

-96
 6,010

-82
 

2d 8,010
-41

 7,910
-28

 

2f 1,410
-95

 1,410
-82
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CONCLUSIONS 
During the study, potentially valuable sodium 

1-alkoxy-1,4-dioxo-2-alkenolates and complexes 
of zinc (II), copper (II) and nickel (II) with carbonyl-
containing ligands were successfully synthesised. 

Their structure was established using IR, NMR  
1
H-, NMR 

13
C-spectroscopy and high-resolution 

mass spectrometry methods. Quantum-chemical 
calculations of the formation energies and disso-
ciation constants were carried out.  
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Резюме: Целью исследования являлось изучение процессов образования и структурно-группового 
состава продуктов взаимодействия D-глюкозы с п-толуидином в среде безводного этанола мето-
дами электронной и колебательной спектроскопии. Эволюция профилей электронных спектров 
рабочих растворов показывает формирование хромофорной системы: четкие пики при 380 и  
440 нм регистрируются уже при продолжительности реакции 60 мин. Появление дополнительного 
максимума при 520 нм (90, 120 мин), вероятно, отвечает образованию хромофоров конденсирован-
ных структур, что подтверждается уменьшением значений индексов Е4/Е6 со временем. Динамика 
трансформации структурных элементов также отчетливо прослеживается при анализе  
ИК-спектров: по мере протекания реакций СН-алифатическая составляющая структуры умень-
шается, при этом увеличивается ароматизация и функционализация продуктов хромофорными 
группами. Для продуктов, полученных в течение 90 и 120 мин термостатирования, в спектрах 
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фиксируется четкая полоса при 1656 см
-1

, относимая к валентным колебаниям кратных связей в 
сопряженных системах С=С‒С=О и азометиновых фрагментах, что указывает на протекание ре-
акций конденсации. В спектрах фракционированных водой нерастворимых твердых продуктов ин-
тенсивность полос при 1656 и 1190 см

-1
 существенно снижается, возможно, за счет перехода ча-

сти окрашенных низкомолекулярных продуктов в водную фазу. Сопоставление характера  
ИК-Фурье-спектров конечных твердых продуктов со спектрами природных и синтетических гуми-
ноподобных веществ показывает их сходный структурно-групповой состав. Интенсивность полос 
при 1620, 1508 и 815 см

-1
 свидетельствует о существенном вкладе ароматической составляющей 

в структуру продуктов водонерастворимых фракций, при этом в состав водорастворимых фрак-
ций входят в основном алифатические кислородсодержащие структуры, образующиеся в резуль-
тате окислительной деструкции исходного углевода. Синтезированные продукты представля-
ются перспективными в качестве доступных регуляторов роста растений с контролируемым 
выделением активного вещества. 
 

Ключевые слова: D-глюкоза, п-толуидин, гуминовоподобные вещества, этанольные среды, спек-
троскопия 
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INTRODUCTION 
Synthetic analogues of natural compounds 

are important products of modern chemistry and 
chemical technology. One of the most accessible 
and widely studied are humic acids and humic 
substances, whose synthetic structural reproduc-
tion became possible in the middle of the 20th 
century [1, 2]. The interest in synthetic analogues 
of humic substances is driven by the need to ob-
tain preparations that have valuable properties  
[3, 4]. Thanks to the established and proven prac-
tically-significant properties of humic substances, 
various methods for their preparation, as well as 
the relationship between their structure and pro-
perties are currently being intensively studied. To 
date, both chemical [3, 4] and biochemical [5] 
methods for producing synthetic analogues of 
humins have been developed. Humic substances 
are known to display a wide range of known prop-
erties (antioxidant, antiviral, surface-active), and 
can be used as plant growth regulators [3, 5]. 
These factors, as well as new works in the field of 
developed surface materials and nanostructures 
[6, 7] suggest the potential for further develop-
ments in the search for new reaction systems for 
synthesis. Particular attention in this case is given 
to systems based on simple carbohydrates [3, 6, 
7], presenting themselves as reactive and availa-
ble substrates. Notably, synthetic humins based 
on monosaccharides were obtained under condi-
tions of acid catalysis, the structure of which is 
represented by furan or furanic-aliphatic polymers 
[3, 4], distinguishing them from natural humic sub-
stances. The introduction of an active component 
of aromatic nature into the reaction system opens 
up additional possibilities for the synthesis of the 
target products [7], in which the solvent effect 
plays an important role. The solubility of carbohy-

drates in ethanol-water solutions decreases signi-
ficantly with an increase in the proportion of alco-
hol, which can shift the amino-carbonyl interac-
tions in such systems into the partially heteroge-
neous category. In this case, process dynamics, 
which are determined by the desorption rate of 
products from the surface of the carbohydrate, for 
the most part do not depend on the nucleophilicity 
of the amine [8], expanding the possibilities of the 
classical Maillard reaction with the participation of 
aromatic amines [9]. In connection with the stated 
purpose of the present study, processes of for-
mation and structural group composition of the 
products of the interaction of D-glucose with  
p-toluidine in anhydrous ethanol were examined. 

 

EXPERIMENTAL 
The synthesis of the target products was car-

ried out in anhydrous (99.9 %) ethanol ("Merck") 
in the system D-glucose – p-toluidine of equimolar 
composition (0.002 mol) and heated in a three-
necked flask with water heating and reflux at a 

thermostat temperature of 70 C for a predeter-
mined time. The absorption spectra of diluted 
samples selected during the processes (0.1 ml in 
5 ml of solvent) were recorded in quartz cuvettes 
(l = 1 cm) on an SF-2000 spectrophotometer 
(OKB SPECTR, St. Petersburg, Russia) at a 
wavelength range of 300–700 nm with a step of  
5 nm. At the end of the measurement processes, 
the solvent was removed and the products, pre-
senting themselves as black-brown substances, 
were washed with anhydrous ether and dried. 
Some of the products were fractionated with wa-
ter. IR Fourier spectra of solid products were re-
corded in the transmission format in KBr pellets 
(1:250) on an FSM 2201 IR Fourier transform 
spectrometer (Infraspek LLC, St. Petersburg, 
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Russia) in the wavelength range of 500–4000 cm
-1

 
having a spectral resolution of 4 cm

-1
 with  

40 scans. The initial spectra were processed in 
the FSpec and PeakFit software programs. The 
second derivative spectra were obtained as a re-
sult of numerical differentiation using smoothing 
by a fourth-order polynomial in windows up to  
15 points. No fewer than three experiments were 
carried out. 

 

RESULTS AND DISCUSSION 
The direct determination of the structure of 

humic substances is greatly complicated by the 
compositional heterofunctionality and large num-
ber of combinations of structural units [10, 11]. In 
this case, IR spectroscopy, being a non-
destructive method, provides fairly complete in-
formation about the set of basic atomic groups, as 
well as their mutual structural combination [12]. 
The dynamics of the transformation of structural 
elements can be clearly seen in the frequency 
analysis (Fig. 1): 

– as the target processes proceed, a clear 
peak appears at 1190 cm

-1
 (νС-O-С + νC-O-N [13]), 

whose intensity increases with time; 
– for products obtained at 90 and 120 min in-

cubation, a fixed band at 1656 cm
-1

 is attributable 
to the stretching vibrations of multiple bonds in 
conjugated system C=C‒C=O, indicating the con-
densation reaction [2].  

Fractionation of final solid products with wa-
ter allows the water-insoluble fractions to be iso-
lated in the form of brown powders, in the spectra 
of which the main bands remain unchanged in 

time (Fig. 2, spectra 1, 2), while the band intensi-
ties at 1656 and 1190 cm

-1
 decline. The latter may 

indicate the transition of some of the soluble co-
loured products to the aqueous phase, which, ac-
cording to the authors of the publication [13], cor-
relates with an increase in the band in the region 
of 1660 cm

-1 
and a decrease in the colour intensity 

of water-soluble fractions. 
The nature of the vibrational spectra is a fair-

ly reliable criterion for assigning the structure of 
products to a certain group of natural substances 
[2, 3, 5]. The assignment of the main bands in the 
IR Fourier transform spectra of solid products iso-
lated from reaction systems shows the following 
structural group composition (see Fig. 2):  
1720 cm

-1 
(νС=О, shoulder), 1190, 1215, 1270 cm

-1
 

(νСAr-ОН, νС-ОН, νС-О-С), 3400–3200 cm 
-1 

(νO-H, N-H), 
aromatic system: 1508, 1580, 1622 см

-1
 (νС=С), 

815 см
-1

 (γ=С-Н), 3030 cm
-1 

(ν=С-H), as well as the 
limiting aliphatic constituent: 1000–1100 cm

-1
 (νСО 

+ δСО + νСС + ν
as

ring), 2855, 2922, 2950 cm
-1 

(νС-Н). 
The presence of intense bands at 1508 and  
815 cm

-1
, as well as signals at 3030 cm

-1 
indicates 

the contribution of the uncondensed aromatic 
component characteristic of natural humic sub-
stances in the structure of products [10], which 
distinguishes them from previously synthesised 
carbonisation products [9]. Similar bands of corre-
sponding intensity were observed by other au-
thors in the IR spectra of natural and synthetic 
humic-like substances [1–8, 11, 14], indicating 
their structural similarity with the products we iso-
lated.  

 

 
 

Fig. 1. IR-Fourier transform spectra of solid products isolated from reaction systems  
with different temperature control durations, min: 1 – 60; 2 – 90; 3 – 120 

 
Рис. 1. ИК-Фурье спектры твердых продуктов, выделенных из реакционных систем  

при различной продолжительности термостатирования, мин: 
1 – 60; 2 – 90; 3 – 120 
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Fig. 2. IR-Fourier transform spectra of solid water-insoluble products isolated from reaction  
systems at different durations of temperature control, min: 

1 – 60; 2 – 120; 3 – product of water-soluble fraction (120 min) 
 

Рис. 2. ИК-Фурье спектры твердых водонерастворимых продуктов, выделенных  
из реакционных систем при различной продолжительности термостатирования, мин:  

1 – 60; 2 – 120; 3 – продукт водорастворимой фракции (120 мин) 

 
The electronic absorption spectra of the 

working solutions under the accepted experi-
mental conditions are shown in Fig. 3. When ana-
lysing the nature of the profiles of their spectra, 
absorption in the entire wavelength range and 
increased optical density values are noted; this 
was not previously observed when using dried 
alcohol (98 %) as a solvent in the reaction of  
D-glucose with p-toluidine [9]. In addition, visual 
observations show the presence of an insoluble 

part of the carbohydrate that passes into the solu-
tion only at the end of the measurements.  

The evolution of the profiles of the electronic 
spectra of working solutions shows the formation 
of a chromophore system: clear peaks at 380 and 
440 nm are already present at a reaction time  
of 60 min. The appearance of an additional maxi-
mum at 520 nm (90, 120 min) probably cor-
responds to the formation of chromophores of 
condensed structures. Similar spectra are charac- 

 

 

 
Fig. 3. Absorption spectra of process solutions and condensed products 

(values of E4/Е6 indices are in brackets) 

 
Рис. 3. Спектры поглощения рабочих растворов при различной продолжительности термостатирования  

(в скобках указаны значения индексов Е4/Е6) 
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Fig. 4. IR-Fourier transform spectra second derivative of solid water-soluble product 
 

Рис. 4. Вторая производная ИК-Фурье спектра твердого продукта водорастворимой фракции 

 

teristic of πelectron systems of aromatic phenolic 
and quinoid structures [4], which is consistent with 
the vibrational spectroscopy data analysed above. 
A comparison of the indices E4/Е6 calculated from 
the absorption values at λ = 465 and 650 nm  
[5, 10] confirms this conclusion: the particularly 
sharp decrease in the index values from 60 to  
90 min of temperature control indicates the for-
mation of condensed conjugate and aromatic 
structures or intermolecular donor-acceptor com-
plexes with charge transfer [10].  

The decrease in the optical density of the so-
lutions with a thermostating time of 120 min is 
probably caused by the precipitation of some 
products due to an increase in molecular weight 
and a decrease in solubility in the reaction medi-
um. Thus, the chromophore system of the final 
products, which includes three absorption maxima 
(380, 440 and 520 nm), begins to form by 60 min: 
this is represented by a combination of the aro-
matic component of the structure with oxygen- 
and nitrogen-containing functional groups. 

Removing the solvent from the water-soluble 
fraction allows a yellow solid residue to be isola-
ted whose IR-Fourier transform spectrum differs 
from the spectra of the products of water-insoluble 
fractions (see Fig. 2, spectrum 3). In particular, the 
intensity of the “aromatic” bands of 815 and  
1508 cm

-1
 is significantly reduced; the clear peak 

appearing at 1404 cm
-1

 probably corresponds to 
the vibrations of C(O)OH, OH, and CH [2, 3, 10]. 
Signals at 1656 and 1190 cm

-1
 are not clearly rec-

orded due to merging with wide bands with maxi-
ma at 1625 and 1137 cm

-1
. Twice-repeated differ-

entiation of the IR-Fourier transform spectrum 
band in the interval 1800–1550 cm

-1
 allows the 

peak to be divided at 1625 cm
-1

 into several bands 
(Fig. 4), the most intense of which are at 1620 and 
1705 cm

 1
 (νС=С + νС=О). Less intense bands 

(1584, 1645, 1670, 1720 cm
-1

) can also be at-
tributed to functionalised oxygen fragments [15].  

It can be assumed that the composition of 
water-soluble fractions consists mainly of aliphatic 
oxygen-containing structures formed as a result of 
oxidative degradation of the initial carbohydrate 
[14, 16, 17]; some of the bonds can be hydrolyti-
cally cleaved during fractionation [13].  

The synthesised products have a number of 
important properties that are practically significant 
for their use as plant growth stimulants; in particu-
lar, the aromatic component. The authors of [12] 
showed that the growth-regulating activity of hu-
mic substances corresponds to an increase in 
their aromaticity. Other publications report the ef-
fectiveness of Schiff's aromatic bases on the yield 
of a number of agricultural crops [18, 19]. There 
has been growing interest in systems that are sta-
ble under natural conditions with controlled re-
lease of active substances [20]. For this reason, 
we are currently conducting studies to investigate 
the dynamics of fractionation of synthesised pro-
ducts, as well as vegetative experiments on test 
cultures in the Udmurt Republic. 

Further studies are planned in the direction of 
studying the nature of the action of synthesised 
products on individual phases of plant develop-
ment, as well as studies of their ecotoxicity and 
biodegradability. In the future, we also plan to de-
velop a technological scheme that allows the pro-
cess of synthesising growth regulators to be 
scaled up for industrial production. 

 
CONCLUSIONS 
Electronic and vibrational spectroscopy 

methods were used to study the formational and 
structural dynamics of products in the reaction of 
D-glucose with p-toluidine in anhydrous ethanol. 
The implementation of amino-carbonyl reactions 
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of carbohydrates in non-aqueous alcoholic solu-
tions can result in their significant intensification, 
allowing the procural of fractionated products 
structurally similar to substances of the humic 
class. The combination of the aromatic compo-
nent of the structure with hydrolytically labile oxy-

gen- and nitrogen-containing functional groups 
determines the biological activity during the grow-
ing season, which determines the prospect of us-
ing the synthesised products as available plant 
growth regulators with controlled release of the 
active substance.  
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Резюме: Изучено влияние третьих компонентов – α,α'-дипиридила (α,α'-дип), фенантролина (Фен) 
и батофенантролина (Б-фен), на комплексообразование никеля(II) с 1,3-дифенил–2-(2–гидрокси–4-
нитрофенилгидрозо)проподионом-1,3 (R). Однородно- (Ni-R) и смешанолигандные (Ni(II)-R-α,α'-дип, 
Ni(II)-R-Фен и Ni(II)-R-Б-фен) комплексные соединения образуются при рН = 6, 5,5 и 5 соответ-
ственно. Максимальный выход составил: комплекса Ni(II)-R – при концентрации R 8·10

-5
 M; ком-

плекса Ni(II)-R-α,α'-дип – при концентрации R 8·10
-5

 M и α,α'-дип 5,2·10
-5

 M; Ni(II)-R-Фен – при кон-
центрации R 8·10

-5
 M и 4,8·10

-5
 M Фен; комплекса Ni(II)-R-Б-фен – при концентрации R 8·10

-5
 M и  

Б-фен 4·10
-5

 M. Все комплексы образуются сразу после смешивания растворов компонентов и раз-
личаются устойчивостью. Установлено соотношение реагирующих компонентов в составе одно-
родно- (1:2) и смешанолигандных (1:2:1) соединений. Определен интервал подчинения закону Бера. 
Определены коэффициенты уравнения градуировочного графика по методу наименьших квадра-
тов. При комплексообразовании никеля(II) зависимость А = f(c) выражается линейными уравнения-
ми. Вычислены константы устойчивости однородно- (Ni(II)-R) и смешанолигандных (Ni(II)-R-α,α'-
дип, Ni(II)-R-Фен м Ni(II)-R-Б-фен) комплексов. При оптимальных условиях комплексообразования  
Ni(II)-R титровали раствором третьих компонентов (α,α'-дип, Фен и Б-фен) кондуктометриче-
ским методом. Изучено влияние посторонних ионов на комплексообразование никеля(II) с R в от-
сутствии и в присутствии третьих компонентов. Установлено, что в присутствии третьих 
компонентов избирательность реакций комплексообразования значительно увеличивается. Дан-
ные реагенты избирательнее для спектрофотометрического определения никеля(II) по сравне-
нию с реагентами, известными из литературы. Разработанная методика применена для опреде-
ления никеля(II) в трех сортах яблок. 
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bathophenanthroline (B-phen), on the complexation of Ni(II) with 1,3-diphenyl–2-(2-hydroxy-4-
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nitrophenylhydrozo)propodion-1,3 (R) was studied. Homogeneous (Ni(II)-R) and mixed-ligand (Ni(II)-R-α,α'-
dip, Ni(II)-R-Phen and Ni(II)-R-B-phen) complex compounds are determined to form at pH = 6, 5.5 and 5, 
respectively. The yield of the Ni(II)-R complex is established to be maximal at R concentration of 8·10

-5
 M; 

Ni(II)-R-α,α'-dip – at concentration R and α,α'-dip of 8·10
-5

 and 5.2·10
-5

 M, respectively; Ni(II)-R-Phen – at 
concentration R and Phen of 8·10

-5
 and 4.8·10

-5
 M, respectively; Ni(II)-R-B-phen – at concentration of  R and 

B-phen 8·10
-5

 and 4·10
-5

 M, respectively. All complexes, which differ in stability, were determined to form 
immediately after mixing the solutions of the components. The ratio of reacting components in the composi-
tion of homogeneous (1:2) and mixed (1:2:1) ligand compounds is established in terms of conformity to 
Beer's law. The equation coefficients for the calibration curve were obtained by the method of least squares. 
In the complexation of nickel(II), the А = f(c) dependence was shown to be expressed by linear equations. 
The stability constants of homogeneous (Ni(II)-R) and mixed-ligand (Ni(II)-R-α,α'-dip, Ni(II)-R-Phen and 
Ni(II)-R-B-phen) complexes were calculated. Under optimal complexation conditions, Ni(II)-R was titrated 
with a solution of the components, including α,α'-dip, Phen and B-phen, using the conductometric method. 
The effect of foreign ions on the complexation of nickel(II) with R both in the absence and presence of other 
components was studied. In the presence of other components, the selectivity of complexation reactions was 
established to increase significantly. These reagents were proved to be more selective for spectrophotomet-
ric determination of nickel(II) in comparison with reagents known from the literature. The developed tech-
nique was applied for nickel(II) determination in three varieties of apples.  
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ВВЕДЕНИЕ 
По сравнению с другими переходными ме-

таллами никель является умеренно токсичным 
элементом, однако, даже при низкой концен-
трации оказывает общее токсическое воздей-
ствие на организм человека, повышение его 
содержания вызывает заболевания дыхатель-
ных путей и легких, злокачественные опухоли 
и дерматические реакции. Предполагалось, 
что в некоторых количествах никель необхо-
дим растениям и животным [1–4]. Вредно по-
падание никеля в почву и сточные воды, отку-
да он по пищевой цепочке может оказаться в 
пищевых продуктах, употребляемых челове-
ком. Этот факт объясняет важность монито-
ринга концентрации никеля в пищевых продук-
тах. Атомная абсорбционная спектрометрия 
пламенной и графитовой печи и спектрофото-
метрические методы обеспечивают точное и 
быстрое определение никеля в растениях и 
пищевых продуктах [5–14]. Однако очень часто 
прямое определение не может быть примене-
но из-за низкой концентрации анализируемых 
веществ или матричных помех. 

Авторами настоящей работы фотометри-
ческим методом исследовано комплексообра-
зование никеля(II) с 1,3-дифенил-2-(2-гидрок-
си-4-нитрофенилгидрозо)проподион-1,3 (R) в 
присутствии α,α'-дипиридила (α,α'-дип), фенан-
тролина (Фен) и батофенантролина (Б-фен). 

 
 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Реагент синтезирован по методике, пред-

ставленной в работах [15, 16], его состав и 
строение установлены методами элементного 
анализа и ИК-спектроскопии: 

 

 
 

В работе использовали 1·10
-3 

М этаноль-
ный раствор реагента и водно-этанольные 
растворы (3:7) третьих компонентов, которые 
готовили растворением их точных навесок. 
Раствор иона никеля(II) готовили из  
NiSO4·7H2O растворением точной навески в 
воде. Для создания необходимой кислотности 
использовали ацетатно-аммиачные буферные 
растворы. Все использованные реагенты име-
ют квалификацию не ниже ч.д.а. 

Оптическую плотность растворов измеря-
ли на спектрофотометре Lamda 40 (Perkin 
Elmer) и фотоколориметре КФК-2 в кювете с 
толщиной слоя 1 см. Кислотность буферных 
растворов измеряли на иономере PHS-25, 
настроенном стандартными буферными рас-
творами. Удельную электропроводность рас-
творов измеряли на кондуктометре КЭЛ-1М2. 
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ОБСУЖДЕНИЯ РЕЗУЛЬТАТОВ 
В ходе эксперимента установлено, что R  

в этиловом спирте при рН = 6 имеет полосу 

поглощения с максимумом  = 425  нм. В этих 
условиях он образует комплекс с никелем(II), 
максимум поглощения при 452 нм. Иссле-
дование полученного комплекса в присутствии 
α,α'-дипиридила, диантипирилметана и бато-
фенантролина в широком интервале рН пока-
зало, что под влиянием третьего компо- 
нента образуется разнолигандные комплексы: 
Ni(II)-R-α,α'-дип с максимумом светопоглоще-
ния λ = 468 нм, Ni(II)-R-Фен – с λ = 472 нм, и 
Ni(II)-R-Б-фен – с λ = 478 нм. Окраска реагента 

и комплексов зависит от рН среды, поэтому 
спектры поглощения при комплексообразова-
нии изучали на фоне контрольного опыта  
R-α,α'-дип, R-Фен и R-Б-фен. Под влиянием 
третьих компонентов у всех образующихся 
смешанолигандных комплексов наблюдался 
батохромный эффект (рис. 1). 

Изучение зависимости оптической плотно-
сти от рН раствора показало, что при взаимо-
действии с α,α'-дипиридилом, диантипирилме-
таном и батофенантролином оптимальные 
условия комплексообразования сдвигаются в 
кислую среду (рН = 5) для всех комплексов 
(рис. 2). 

 

 
Рис. 1. Спектры поглощения растворов комплексов с никелем(II): 

1 – Ni-R; 2 – Ni-R-α,α'-дип; 3 – Ni-R-Фен; 4 – Ni-R-Б-фен. 54 10 
Ni

C M ; 41 10 
R

C M  
 

Fig. 1. Absorbance spectrum of nickel(II) complexes 

1 – Ni-R; 2 – Ni-Rα,α'-dip; 3 – Ni-R-Phеn; 4 – Ni-R-B-phеn. 54 10 
Ni

C M ; 41 10 
R

C M  
 

 
Рис. 2. Зависимость оптической плотности раствора комплексов никеля(II) от pH 

в присутствии и в отсутствие третьих компонентов при опт. на фоне контрольного опыта: 

1 – Ni-R; 2 – Ni-R-α,α'-дип; 3 – Ni-R-Фен; 4 – Ni-R-Б-фен 54 10 
Ni

C M ; 41 10 
R

C M  
 

Fig. 2. Optical density of nickel(II) complexes solution versus pH in the presence 

and absence of third component at opt. on the background experiment: 

1 – Ni-R; 2 – Ni-Rα,α'-dip; 3 – Ni-R-Pen; 4 – Ni-R-B-phеn 54 10 
Ni

C M ; 41 10 
R

C M  
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В целях выбора оптимальных условий 
изучено влияние концентрации реагирующих 
веществ, температуры и времени на образо-
вание бинарного и разнолигандного комплек-
сов. Максимальный выход комплексов полу-
чен: Ni(II)-R – при концентрации компонента R 
8·10

-5
 M; комплекса Ni(II)-R-α,α'-дип – при кон-

центрации компонентов 8·10
-5

 и 5,2·10
-5

 соот-
ветственно; комплекса Ni(II)-R-Фен – при кон-
центрации компонентов 8·10

-5
 и 4,8·10

-5
 соот-

ветственно; комплекса Ni(II)-R-Б-фен – при 
концентрации компонентов 8·10

-5
 и 4·10

-5
 M 

соответственно. Все комплексы образуются 
сразу после смешивания растворов компонен-
тов и различаются устойчивостью. 

Константы устойчивости и соотношения 
компонентов в составе образующихся ком-
плексов установлены методами изомолярных 
серий, относительного выхода Старика – Бар-
банеля и сдвига равновесия

1
.  

Метод Старика – Барбанеля позволяет 
точно оценить стехиометрические коэффици-
енты и может быть применен к любой стехио-
метрической реакции независимо от устойчи-
вости концентрации взаимодействующих ве-
ществ [17, 18].  

Исследование показало, что соотношение 
компонентов в комплексе Ni(II)-R составляет 
1:2, в разнолигандных комплексах – 1:2:1. 

Молярные коэффициенты светопоглоще-
ния, интервал линейности градуированного 
графика для определения никеля(II), а также 
другие аналитические характеристики реаген-
тов приведены в табл. 1. 

Определены коэффициенты уравнения 
градуировочного графика по методу наимень-
ших квадратов [19]. При комплексообразова-
нии никеля(II) зависимость А = f(c) выражается 
следующими линейными уравнениями: 
– А=(0,190,02)с+(4,80,12)10

-2
–для Ni(II)-R; 

– А=(0,240,01)с+(3,20,10)10
-2

–для Ni(II)-R-α,α'-дип; 

– А=(0,270,02)с+(6,90,09)10
-2

–для Ni(II)-R-Фен; 

– А=(0,370,01)с+(7,20,08)10
-2

–для Ni(II)-R-Б-фен. 

Как видно, с возрастанием угла наклона 
(а) линейных уравнений увеличиваются мо-
лярные коэффициенты поглощения комплек-
сов. 

При оптимальных условиях комплексооб-
разования Ni(II)-R титровали раствором треть-
их компонентов (α,α'-дип, Фен, и Б-фен) кон-
дуктометрическим методом [20] (табл. 2). 

 
Таблица 1 

Спектрофотометрические характеристики комплексов никеля(II) 
Table 1 

Main characteristics of nickel(II) complexes 
 

Комплекс рН 
max, 
нм 

, нм 10
-4

, л/моль∙см Me:R 
Подчинение закону 

Бера, мкг/мл 
lgβ 

Ni(II)-R 6 452 27 0,8750,04 1:2 0,46–2,32 8,240,04 

Ni(II)-R-α,α'-дип 5 468 43 1,5500,03 1:2:1 0,13–2,32 10,090,06 

Ni(II)-R-Фен 5 472 47 1,9000,02 1:2:1 0,11–2,32 10,840,06 

Ni(II)-R-Б-фен 5 478 53 2,2000,03 1:2:1 0,11–2,78 11,220,04 

 
Таблица 2 

Результаты кондуктометрического титрования раствора Ni-R растворами  

третьих компонентов (α,α'-дип, Фен, и Б-фен (m10
4
 Ом

-1
см

-1
) 

Table 2 
Result of the conductometric titration of the Ni-R solution with solution of third component 

(α,α'-dip, Phen, and B-phen (m10
4
 Оhm

-1
сm

-1
) 

 

Комплекс 
VNi, мл 

0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 5,0 

R 1,80 1,77 1,75 1,73 1,72 1,70 1,69 1,68 1,68 1,68 

R-α,α'-дип 1,76 1,73 1,70 1,69 1,68 1,65 1,63 1,62 1,62 1,62 

R-Фен 1,70 1,64 1,58 1,50 1,45 1,40 1,38 1,38 1,38 1,38 

R-Б-фен 1,62 1,58 1,50 1,45 1,40 1,35 1,33 1,32 1,32 1,32 

 
 
 

   

1
Булатов М.И., Калинкин И.П. Практическое руководство по фотометрическим и спектрофотометри-

ческим методом анализа. 5-е изд., стер. М.: «Книга по требованию», 2013. 432 с. 
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Рис. 3. Зависимость удельной электропроводности от объема титранта: 

1 – Ni(II)-R; 2 – Ni(II)-R-α,α'-дип; 3 – Ni(II)-R-Фен; 4 – Ni(II)-R-Б-фен 
 

Fig. 3. Conductivity versus titrant volume: 
1 – Ni(II)-R, 2 – Ni(II)-R-α,α'-dip, 3 – Ni(II)-R-Phen, 4 – Ni(II)-R-B-phen 

 

Результаты показывают, что чем меньше 
удельная электропроводность, тем больше 
устойчивость комплексов. Был построен гра-
фик зависимости удельной электропроводно-
сти от объема титранта для Ni(II)-R, Ni(II)-R-
α,α'-дип, Ni(II)-R-Фен и Ni(II)-R-Б-фен (рис. 3). 

Изучено влияние посторонних ионов на 
комплексообразование никеля(II) с R в отсут-

ствии и в присутствии третьих компонентов. 
Установлено, что в присутствии третьих ком-
понентов избирательность реакций комплексо-
образования значительно увеличивается 
(табл. 3): данные реагенты избирательнее для 
спектрофотометрического определения нике-
ля(II) по сравнению с реагентами, известными 
из литературы [14].  

 

Таблица 3 
Допустимые соотношения посторонних ионов к никелю(II) при его определении 

в виде однородно- и смешаннолигандных комплексов (погрешность 5 %) 
Table 3 

Foreign ions and nickel(II) valid ratios at determination of nickel(II) in the form  
of mono- and mixed-ligand complexes (error 5 %) 

 

Посторонние ионы R R-α,α'-дип R-Фен R-Б-фен 
2-[(2-меркаптофенил-

имино)метил]фенол [1] 

Na(I)        300 

K(I)        300 

Mg(II) 124 414 248 414 250 

Ca(II) 207 414 670 670 250 

Ba(II) 472 472 236 472 – 
Zn(II) 11 224 12 224 300 
Cd(II) 215 215 215 366 50 
Co(II) 61 464 215 464 20 

Cu(II)    22 110 110 20 

Mn(II) 28 940 190 940 200 
Al(III)   5     9 47 47 250 
Fe(III) 10   93 193 193 20 
Cr(III) 179 258 258 258 20 
Pb(II) 71    71 71 142 – 
V(V) 88    88 176 572 – 
W(VI) 197  952 634 952 – 
Mo(VI) 331  828 372 828 – 
F

-
 319 6379 1276 6379 – 

С2О4
2-

 22     43 217 217 – 
HPO4

2- 
617 1234 617 1234 300 

Лимонная кислота 116    231 462 462 – 
Винная кислота 517 2506 2506 2506 – 
Тиомочевина 13     66 262 262 – 

Примечание.  – не мешает;  – мешает. 
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Разработанная методика применена для 
определения никеля(II) в трех сортах яблок. 

Методика анализа. Навеску образца 
фруктов массой 200 г после высушивания по-
мещали в графитовую чашку, сжигали в му-
фельной печи при 550–750 °С до полного раз-
ложения органических веществ. Полученную 
золу растворяли в смеси 15 мл HCl и 5 мл 
HNO3 в чашке из стеклоуглерода и трижды об-
рабатывали 4–5 мл HCl при 60–70 °С до пол-
ной отгонки оксидов азота. Далее смесь рас-
творяли в дистиллированной воде, фильтро-
вали в колбе емкостью 100 мл и разбавляли до 
метки. Аликвотную часть раствора переносили 
в мерную колбу емкостью 25 мл, добавляли  

2 мл 110
-3 

М раствора реагента, 1 мл 10
-2 

М 
раствора батофенантролина, доводили объем 
до метки аммиачно-ацетатным буферным рас-

твором рН = 5. Оптическую плотность раствора 
измеряли на приборе КФК-2 при λ = 400 нм на 
фоне контрольного опыта в кювете с толщиной 
поглощающего свет слоя l = 1 см. Содержание 
никеля в анализируемых сортах яблок находи-
ли по предварительно построенному градуи-
ровочному графику. Полученные результаты 
представлены в табл. 4 и сопоставлены с дан-
ными анализа атомно-абсорбционного метода 
(ААС).  

Как видно из данных, представленных  
в табл. 4, результаты предлагаемой методики 
и ААС хорошо согласуются между собой. Та-
ким образом, предлагаемая методика опреде-
ления никеля(II) с 1,3-дифенил–2-(2–гидрокси–
4-нитрофенилгидрозо) проподион-1,3 в присут-
ствии батофенантролина проста, экспрессна и 
дает надежные результаты. 

 
Таблица 4 

Результаты определения никеля(II) во фруктах (n=5, P=0,95) 
Table 4 

Results of nickel(II) definition in fruits (n = 5, P = 0.95) 
 

Cорт яблок 
Найдено Ni, % мас. 

R + батофенантролин ААС 

Палмет (8,30±0,04)10
-3

 (8,42±0,06) 10
-3 

Симиренко (8,15±0,06) 10
-3 

(8,03±0,07) 10
-3 

Фуджи (8,00±0,06) 10
-3

 (7,89±0,05) 10
-3 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Для определения никеля спектрофото-

метрическим методом использовано азопроиз-
водное β-дикетонов в присутствии третьих 
компонентов. Структура реагента изучена ме-
тодом ЯМР- и ИК-спектроскопии, а чистота 
проверена бумажной хроматографией. 

Комплексные соединения никеля с реа-
гентом в присутствии третьих компонентов ис-
следованы спектрофотометрическим методом, 
определены оптимальные условия комплексо-
образования и характеристики комплексов 

(рНопт, опт, молярные коэффициенты поглоще-
ния, состав комплексов, интервал подчинения 
закону Бера, константы устойчивости). Опре-
делено, что в присутствии третьего компонен-
та некоторые аналитические параметры реак-

ции увеличиваются. Методом наименьших 
квадратов определены коэффициенты в урав-
нениях градуировочных графиков. 

При оптимальных условиях комплексооб-
разования Ni(II)-R титровали раствором треть-
их компонентов (α,α'-дип, Фен, и Б-фен) кон-
дуктометрическим методом. Результаты пока-
зали, что чем меньше удельная электропро-
водность, тем выше устойчивость комплексов. 

Изучено влияние посторонних ионов и 
маскирующих веществ на реакции комплексо-
образования. Установлено, что реакции с мо-
дифицированными формами реагентов харак-
теризуются более высокой избирательностью. 
Разработаны высокоточные воспроизводимые 
методики определения никеля в трех сортах 
яблок. 
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Резюме: Металлы и их сплавы являются важными конструкционными материалами. Воздействие 
окружающей среды на металлические изделия и конструкции приводит к самопроизвольному раз-
рушению, которое происходит в результате их электрохимического или химического взаимодей-
ствия с окружающей средой. Для защиты металлических изделий от коррозии  используют эпок-
сидные смолы и композиционные материалы. Поглощение воды и диффузия в эпоксидных  покры-
тиях может вызвать электрохимические реакции на границе раздела полимер–металл, которые 
являются основной причиной разрушения металлов с полимерным покрытием в условиях эксплуа-
тации. Цель настоящей работы – исследовать антикоррозионное поведение эпоксидных компози-
ций после сернокислотного воздействия. Методом импедансной спектроскопии исследованы эпок-
сидные покрытия на стальной основе. В состав эпоксидного связующего входили смолы на основе 
бисфенола А, отвержденные различными аминными отвердителями. Для выявления структурных 
изменений материалов и изменения их защитных свойств проводилось моделирование воздей-
ствия агрессивной среды: 30-дневная выдержка в концентрированной серной кислоте. Получены 
годографы импеданса исследованных систем, предложены эквивалентные схемы для аппроксима-
ции экспериментальных данных. Высокая пористость эпоксидной системы на основе NPEK-114L 
приводит к увеличению скорости коррозии. Растворение продуктов коррозии при более длитель-
ном времени испытаний и, как следствие, более высокая диффузия коррозийных ионов в покрытии 
вызывают снижение коррозионной стойкости. Эпоксидные композиции на основе смолы NPEL-128 
(олигомерный продукт на основе диглицидилового эфира дифенилолпропана) показали улучшенные 
антикоррозионные характеристики. Установлено, что добавка алкил-глицидилового эфира для 
уменьшения вязкости смолы NPEK-114L ухудшает защитные свойства композита при воздей-
ствии кислоты. 
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Abstract: Although metals and their alloys are important structural materials, electrochemical or chemical 
interactions between metal structures and the environment leads to their spontaneous destruction. In order 
to protect metal products from corrosion, epoxy resins and polymer composite materials can be applied. 
However, polymer-coated metals may degrade under operating conditions due to electrochemical reactions 
at the polymer-metal interface caused by water absorption and diffusion in epoxy coatings. The present 
study is aimed at an investigation of the anticorrosive behaviour characteristic of epoxy compositions follow-
ing exposure to sulphuric acid. The method of impedance spectroscopy was applied to evaluate epoxy coat-
ings on a steel base. The composition of the epoxy binder included bisphenol A resins cured with various 
amine curing agents. In order to identify structural changes in materials, as well as the changes in their pro-
tective properties, the effects of an aggressive environment were simulated by means of exposure to con-
centrated sulphuric acid over a 30-day period. Impedance hodographs of the studied systems were obtained 
and equivalent schemes for the approximation of experimental data proposed. The high porosity of the 
NPEK-114L based epoxy system was established to result in an increase in the corrosion rate. Dissolution of 
corrosion products over a longer test period – and consequent higher diffusion of corrosive ions in the coat-
ing – was determined to cause a decrease in corrosion resistance. Epoxy compositions based on NPEL-128 
resin (oligomeric product based on diphenylolpropane diglycidyl ether) demonstrated improved anticorrosion 
characteristics. The addition of alkyl glycidyl ether for NPEK-114L resin viscosity reduction was shown to 
affect the protective properties of the composite under acid exposure. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Развитие новых производств в химиче-

ской, нефтехимической, электронной и маши-
ностроительной отраслях промышленности, а 
также в атомной энергетике привело к необхо-
димости создания покрытий, обладающих вы-
сокой химстойкостью, прочностью, технологич-
ностью при нанесении на металлическую под-
ложку и долговечностью в эксплуатации. 

Для оценки свойств разрабатываемых по-
крытий с успехом используются эксперимен-
тальные методы импедансной спектроскопии, 
позволяющие оценивать антикоррозионную 
эффективность покрытий как в лабораториях, 
так и в производственных условиях [1–5]. 

Целью данной работы являлось исследо-
вание противокоррозионной эффективности 
ряда композитных эпоксидных покрытий при 
помощи методов импедансной спектроскопии. 
Для выявления структурных изменений мате-
риалов и изменения их защитных свойств про-
водилось моделирование воздействия агрес-
сивной среды: 30-дневная выдержка в концен-
трированной серной кислоте (начальные 24 ч – 

при 80 С, дальнейшая выдержка – при ком-
натной температуре). 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Измерения проводили на приборе 

PGSTAT 302N (Metrohm Autolab) в диапазоне  
5–0,01 Гц в 3-электродной электрохимической 
ячейке. Рабочий электрод представлял собой 

металлическую пластину площадью 2 см
2
, по-

крытую эпоксидными составами, выдержанную 
в серной кислоте. Вспомогательным электро-
дом служила платиновая пластина, а в каче-
стве электрода сравнения использовали хло-
ридсеребряный электрод. Все измерения про-
водились при постоянном подержании темпе-

ратуры в ячейке 25 С в 0,1 нормальном рас-
творе серной кислоты. 

Объектами исследования выступали эпок-
сидные композиции, где состав наполнителя 
был постоянным (кварцевая мука со средним 
размером частиц 30 мкм – 30 %, диоксид тита-
на марки R-996 0,23 мкм – 5 %, колер – 1 %), а 
состав смолы и тип отвердителя менялись 
(табл. 1). В качестве эпоксидных смол исполь-
зовались стандартные коммерческие продукты 
производства компании Nan Ya Plastics, Тай-
вань. Использованные для приготовления об-
разцов эпоксидные смолы представляют собой 
стандартный тип смолы на основе бисфенола 
А для адгезивов, покрытий и герметиков (ана-
лог ЭД-20/22). Для этих смол масса эпоксидно-
го эквивалента находится в диапазоне  
180–200 г/экв, а основное различие обуслов-
лено вязкостью, которая контролируется раз-
бавителями.  

Приготовление составов композитов про-
изводилось с учетом стехиометрических соот-
ношений  смола/отвердитель. Составы смол 
приготавливались из смол NPEK-114L и  
NPEL-128 в соотношении 50:50 %.  В качестве 
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Таблица 1 
Состав эпоксидного связующего исследованных образцов 

Table 1 
Epoxy binder composition of the studied samples 

 

Образец Смола 
Вязкость*, 

(мПас при 25°C) 

Масса эпоксидного 
эквивалента*, г/экв 

Отвердитель 

1 NPEK-114L 600–1200 195–204 ХТ 

2 NPEL-128 12000–15000 181–185 М-4 

3 NPEK-114L + NPEL-128 6300–8100 188–195 ХТ 

4 NPEL-127 7000–10000 176–185 Поксипол 

5 NPEL-128 12000–15000 181–185 Поксипол 

6 NPEK-114L + NPEL-128 6300–8100 188–195 М-4 
 

* – данные спецификации производителя. 

 
отвердителя использовались составы на осно-
ве модифицированных алифатических аминов 
(ХТ-489, М-4) и отвердитель на основе триме-
тиламина («Поксипол»). Полимеризация при-
готовленных составов проводилась при 

начальной выдержке при температуре 70 С 
один час с последующей сушкой при темпера-

туре 25 С сутки. 
Толщина всех образцов была изначально 

одинаковой и составляла 450 мкм. Перед 
началом измерения все образцы замачивались 
в 0,1 нормальном растворе серной кислоты на 
сутки. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Наиболее широко используемым в насто-

ящее время методом исследования коррози-
онной стойкости окрашенных металлов явля-
ется емкостно-омический или импедансный, на 
основе которого исследовались системы с 
различными покрытиями [6–9]. Суть метода 
заключается в измерении электрических емко-
сти и сопротивления окрашенного металла, 
погруженного в электролит, при наложении на 
систему переменного тока. Метод основан на 
представлении, что металл с покрытием при 
контакте с электролитом описывается эквива-
лентной электрической схемой, в которой ем-
кость и сопротивление соединены параллель-
но. Таким образом, в момент соприкосновения 
с электролитом система может рассматри-
ваться как конденсатор с потерями, в котором 
металл и электролит являются обкладками, а 
диэлектрической прокладкой выступает лако-
красочное покрытие. Признаком наличия или 
появления дефекта в покрытии является изме-
нение сопротивления и емкости исследуемой 
системы

1
 [2, 10]. По мере нарушения сплошно-

сти покрытия и появления участков с прямой 
проводимостью электролит достигает поверх-

ности металла, и измеряемая емкость будет 
определяться суммой электрической и элек-
трохимической составляющих. Электрическая 
емкость мала по величине и не зависит от ча-
стоты, а электрохимическая емкость сильно 
зависит от частоты и возрастает по мере раз-
рушения покрытия. Сопротивление зависит от 
частоты переменного тока в том случае, когда 
покрытие обладает высокими изолирующими 
свойствами, что характерно для начального 
момента воздействия электролита на лакокра-
сочное покрытие и для покрытий с высокими 
защитными свойствами. Для покрытий с низ-
кими защитными свойствами характерно от-
сутствие или слабая зависимость сопротивле-
ния от частоты. 

В данном случае систему «металл – по-
крытие – электролит» следует рассматривать 
как электрохимически активную, имеющую 
специфические свойства, связанные с наличи-
ем на поверхности металла пленки эпоксидно-
го покрытия, изменяющего характер диффузии 
реагирующих веществ и кинетику электрохи-
мических реакций [11, 12]. 

Традиционно для покрытий, содержащих 
наполнитель, используют такую эквивалент-
ную схему для описания электрохимического 
поведения, где первое звено отвечает за элек-
трическое поведение наполнителя и границу 
раздела двух диэлектриков, а второе звено 
описывает свойства полимерного связующего 
(рис. 1, а) [13]. Эквивалентная схема была по-
добрана экспериментальным путем с помощью 
программного обеспечения Nova 1.8 (рис. 1, b). 

Элемент постоянной фазы (Constant 
phase element – СРЕ) является обобщенным и 
универсальным средством для моделирования 
импеданса обширного класса электрохимиче-
ских систем [14, 15]. Этот элемент может от-
ражать как экспоненциальное распределение 

   

1
Дамаскин Б.Б., Петрий О.А., Цирлина Г.А. Электрохимия: учебник. М.: Химия, 2006. 672 с. 
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a b 
 

Рис. 1. Эквивалентная схема для описания годографов импеданса покрытий: 
а – образцы 2, 4, 5; b – образец 6; СРЕ – элемент постоянной фазы 

 

Fig. 1. Equivalent scheme for describing the impedance hodographs of coatings: 
a – samples 2, 4, 5; b – sample 6; CPE – constant phase element 

 
параметров данной электрохимической реак-
ции, связанной с преодолением энергетическо-
го барьера при переносе заряда и массы, так и 
импедансное поведение, вызванное фрак-
тальной структурой поверхности исследуемого 
электрода. В самом общем смысле поведение 
элемента СРЕ можно рассматривать как про-
явление свойств фрактальности в простран-
стве частот.  

Импеданс элемента СРЕ может быть 
представлен формулой: 

 

ZCPE = 1/Yo(j)
n
, 

 

где j – мнимая единица;  – угловая частота  

( = 2f); Yo – фактор пропорциональности;  
n – экспоненциальный показатель, обознача-
ющий фазовое отклонение [15]. 

Полученные нами экспериментальные го-
дографы импеданса для образцов 1–6 суще-
ственно отличаются друг от друга. Для образ-
цов 1 и 3 они не имеют выраженной формы и 
лежат в пределах 30–1700 Ом. Для образцов 
2, 4 и 5 годографы представляют собой пра-
вильные полуокружности с центром, располо-
женным ниже оси координат (рис. 2, а), что ха-

рактерно для систем, описываемых предпола-
гаемой эквивалентной схемой (см. рис. 1, а). 
Для образца 6 вид годографа отличается от 
остальных, хотя и характеризуется высоким 
значением модуля импеданса (рис. 2, b).  

Проведение расчета параметров эквива-
лентных схем при помощи программного обес-
печения Nova 1.8 позволило получить опти-
мальное согласие с ходом годографов для об-
разцов 2, 4, 5, 6 и численные значения для 
элементов эквивалентных схем (табл. 2). Рас-
четные годографы хорошо аппроксимируют 
экспериментальные спектры импеданса,  
что свидетельствует о наличии в образцах 
кластеров, статистически различающихся по 
электросопротивлению и взаимной емкости  
[16, 17]. 

Учитывая тот факт, что содержание 
наполнителя во всех исследованных образцах 
одинаково, полученные данные для образцов 
2, 4, 5 можно интерпретировать следующим 
образом. При введении в полимерное покры-
тие кварцевой муки проникновение электроли-
та происходит дополнительно по границам  
частиц наполнителя с полимерной матрицей. 
Соответственно, в таком покрытии природа 

 

 
 

a b 
 

Рис. 2. Годографы импедансов для образцов покрытий 2, 4, 5 (а) и для образца 6 (b);  
точки соответствуют эксперименту, сплошная линия – расчетным данным 

 

Fig. 2. Impedance hodographs for coating samples 2, 4, 5 (a) and for sample 6 (b); 
the points correspond to the experiment, solid line – calculated data 
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Таблица 2 
Значения параметров элементов эквивалентных схем 

для годографов импеданса исследованных образцов 2, 4–6 
Table 2 

Parameter values for equivalent circuit elements 
for impedance hodographs of the studied samples 2, 4–6 

 

Образец 
Y1 

Ом
-1
см

-2
с

n1
 

n1 
R1 

Омсм
2
 

Y2 

Ом
-1
см

-2
с

n2
 

n2 
R2 

Омсм
2
 

2 1,510
-10

 0,94 5,2410
9
 3,910

-10
 0,99 1,5210

8
 

4 1,4310
-10

 0,93 1,0510
10

 5,110
-10

 0,99 7,4410
7
 

5 1,4610
-10

 0,93 5,7310
9
 3,3710

-10
 0,98 1,3310

8
 

6 5,5610
-6

 0,16 2,8910
5
 

1,3310
-10 

(С1) 
– – 

 
каналов-проводников и их кластеризация из-
меняются и становятся зависимыми от концен-
трации наполнителя и его распределения в 
объеме [18, 19]. В случае постоянной концен-
трации наполнителя вклад первого звена экви-
валентной схемы будет одинаковым, что и 
наблюдается для параметров Y1, n1, R1. Для 
второго звена схемы, относящегося к соб-
ственно эпоксидной матрице, параметр n2 бли-
зок к 1, при котором элемент СРЕ дает импе-
данс чистого или распределенного емкостного 
элемента. Высокие значения активного сопро-
тивления свидетельствуют об отсутствии де-
фектов связующего для образцов 2 и 5. 

Для описания годографа импеданса об-
разца 6 была использована другая эквива-
лентная схема (представлена на рис. 1, b).  
В этом случае показатель степени n1, опреде-
ляющий характер частотной зависимости им-
педанса, имеет значение 0,16. Для n = 0 ± ε 
(область R) элемент СРЕ1 описывает импе-
данс чистого или распределенного (искаженно-
го) резистивного элемента. Здесь следует под-
черкнуть, что даже при очень малых отклоне-
ниях n от нуля СРЕ отражает частотную зави-
симость, хотя и небольшую. Причем первое 
звено схемы отвечает за частотные свойства 
наполнителя, а второе – за свойства эпоксид-
ного покрытия. 

Полученные данные позволяют оценить 
качество эпоксидного покрытия и коррозион-
ную стойкость образцов после моделирования 
агрессивного воздействия. Для образцов 1 и 3 

обнаружена высокая проницаемость покрытий, 
связанная с образованием в композитах кана-
лов-проводников. Остальные образцы в кислой 
среде проявляют лучшие укрывные свойства, 
которые напрямую зависят от химических 
свойств композитов и устойчивости полученно-
го на их основе эпоксидного покрытия. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Анализ полученных данных и компонентов 

образцов покрытий 1–6 позволил установить, 
что смола NPEK, используемая в качестве ос-
новы, даже в смеси с более вязкой увеличива-
ет влагопоглощение композита при воздей-
ствии кислоты. Это приводит к проницаемости 
защитного слоя электролитом, что отражается 
на поведении годографов. В состав смолы 
NPEK, относящейся к традиционно разбавлен-
ным смолам на основе бисфенола А, для 
уменьшения вязкости добавляется C12–C14 ал-
килглицидиловый эфир, который, по всей ви-
димости, является компонентом, ответствен-
ным за проявление наблюдаемых эксперимен-
тальных характеристик композитов. 

Другим показателем, ответственным за 
устойчивость покрытия в агрессивной среде, 
является тип используемого отвердителя. По-
лученные данные свидетельствуют о наруше-
нии покрытия и его проницаемости электроли-
том. Наилучшие показатели характерны для 
смолы с модифицированным аминным отвер-
дителем М-4, получаемым на основе полиэти-
ленполиамина (ПЭПА). 
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Исследования по использованию лузги гречихи 
для умягчения воды  
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г. Барнаул, Российская Федерация  
 

Резюме: Представлен краткий обзор научной литературы по основным направлениям исследова-
ний в области сорбционного умягчения воды. Рассмотрены наиболее часто применяемые для этих 
целей материалы как минерального, так и органического происхождения. Отмечено, что перспек-
тивным сырьем для производства сорбентов являются различные природные материалы, а также 
отходы деревообработки и растениеводства. Поскольку в нативном виде они имеют невысокую 
сорбционную способность, требуется их активация, которую возможно проводить различными 
методами. Авторами проведены исследования по изучению сорбции солей жесткости (кальция и 
магния) из водных растворов в статических условиях на нативной и химически модифицированной 
лузге гречихи в диапазоне концентраций от 2 до 40 мг-экв/дм

3
. В качестве модификаторов исполь-

зована соляная и ортофосфорная кислоты, а также гидроксид натрия. Изучение кинетики сорбции 
показало, что равновесие в системе достигается достаточно быстро – в течение 5 мин от нача-
ла сорбции. Также изучена возможность максимального извлечения жесткости из водных раство-
ров. Установлено, что лучшие сорбционые свойства относительно солей жесткости проявляет 
лузга гречихи, модифицированная гидроксидом натрия, максимальное значение сорбционной емко-
сти для которой составляет 2,4 мг-экв/дм

3
. Вместе с тем отмечено, что химическая модифи-

кация незначительно увеличивает сорбционную емкость лузги: для нативной она составила  
2,0 мг-экв/дм

3
. Для всех типов полученных материалов построены изотермы сорбции жесткости  

в диапазоне исследуемых концентраций и отмечено, что данные изотермы относятся к типу S4 
по классификации Гильса. Проведена математическая обработка по моделям сорбции Ленгмюра, 
Фрейндлиха, БЭТ и Дубинина – Радушкевича. Выявлено, что процесс сорбции катионов кальция и 
магния с наибольшей вероятностью описывается уравнением Фрейндлиха. 
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Study of buckwheat husk application for water  
demineralisation 
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Abstract: In the present paper, a brief review of the scientific literature on the main research directions in the 
field of sorption filters used for water demineralisation is presented. Materials used for these purposes, both of 
mineral and organic origin, are considered. Various natural materials, including waste products from wood 
processing and agriculture, are promising raw materials for the production of sorbents. Since these materials 
are typically characterised by low sorption ability in their raw form, additional activation processes are re-
quired. In this connection, research was conducted by the authors on the sorption of hardness salts (calcium 
and magnesium) from aqueous solutions in static conditions using raw and chemically modified buckwheat 
husk in a concentration range from 2 to 40 mEq/dm

3
. Hydrochloric and phosphoric acids, as well as sodium 

hydroxide, were used as modifiers. A study of the sorption kinetics demonstrated that the system achieves 
equilibrium within 5 min from the start of sorption. Additionally, the possibility of maximum demineralisation of 
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aqueous solutions was studied. The best sorption properties with respect to hardness salts were demonstrat-
ed by buckwheat husks modified by sodium hydroxide, which had a maximum sorption capacity of  
2.4 mEq/dm

3
 as compared to 2.0 mEq/dm

3 
for raw husks. For all types of obtained materials, mineral sorption 

isotherms were constructed in the range of studied concentrations. These isotherms were established to be of 
S4 type according to the Giles classification. Mathematical processing was carried out according to the sorp-
tion models of Langmuir, Freundlich, BET and Dubinin-Radushkevich. The sorption process for calcium and 
magnesium cations was revealed to be most accurately described by the Freundlich equation. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Повышенная жесткость воды, обусловлен-

ная присутствием в ней значительного количе-
ства растворенных солей кальция и магния, 
является одной из актуальных проблем водо-
пользования. Жесткость ухудшает органолеп-
тические свойства воды, придавая ей горькова-
тый вкус, и приводит к возникновению желче-
каменных и мочекаменных болезней. Нор- 
ма физиологической полноценности солей 
жесткости по рекомендации ВОЗ составляет  
1–4 мг-экв/дм

3
, а предельное содержание в пи-

тьевой воде, согласно СанПиН 2.1.4.1074-01, – 
7 мг-экв/дм

3
. 

Использование воды с повышенной жест-
костью в промышленности приводит к образо-
ванию накипи на стенках нагревательных при-
боров (котлов, батарей и др.), что существенно 
ухудшает их теплотехнические характеристики. 
Кроме того, длительный контакт внутренних 
поверхностей оборудования и трубопроводов с 
жесткой водой уменьшает их внутреннее сече-
ние из-за отложения солей жесткости. 

Для удаления жесткости из воды применя-
ют различные методы, которые используются 
самостоятельно (кипячение, реагентная обра-
ботка) или в сочетании с другими: термически-
ми, мембранными, ионообменными, а также 
различные их комбинации. Каждый из этих ме-
тодов позволяет в той или иной степени подго-
товить воду для использования в технических 
целях или как питьевую. Выбор метода обу-
словлен параметрами исходной воды, требо-
ваниями к очищенной, а также заданной произ-
водительностью. 

В настоящее время традиционным спосо-
бом удаления жесткости из воды является 
умягчение с использованием ионообменных 
смол. Однако наряду с эффективностью мето-
да ему свойственны и некоторые недостатки: 
высокие требования к качеству подаваемой на 
ионный обмен воды, большой расход реагентов 
при регенерации, сложность утилизации элюа-
тов, а также высокая стоимость ионообменных 

смол. Все это приводит к значительным затра-
там на обслуживание ионообменных установок.  

В этой связи перспективным представля-
ется использование материалов различного 
природного происхождения, способных заме-
нить дорогостоящие смолы. К ним можно отне-
сти различные минералы, имеющие в своей 
структуре обменные катионы. В частности, ав-
торами работ [1, 2] для удаления из воды за-
грязнений в ионной форме предложено исполь-
зовать глауконит. Перспективными также явля-
ются бентонитовые глины [3–5], цеолиты [6]. 

К одним из последних поколений сорбен-
тов можно отнести материалы из углеродных 
нанотрубок, синтезированных с применением 
различных катализаторов [7, 8]. 

В качестве сырья для создания материа-
лов, способных извлекать соли металлов, в том 
числе жесткости, могут быть использованы 
различные органические отходы, образующие-
ся в сельском хозяйстве, лесоперерабатываю-
щем комплексе и др. Такое сырье весьма эко-
логично и имеет незначительную стоимость, 
при этом одновременно решается проблема 
его утилизации. Так, дешевое сырье представ-
ляют отходы обмолота проса, хлопкосодержа-
щее волокно [9] и хитозан [10], которые показа-
ли высокую эффективность (до 99,9 %) при 
удалении ионов металлов. В качестве сорбци-
онного материала может быть использован ли-
стовой опад различных пород деревьев [11]. 
Интерес также представляют листья томата 
[12], баклажана [13], имеющие широкую до-
ступность. 

Продукт переработки древесины – лигнин, 
находит применение при извлечении из воды 
ртути, цинка и кадмия [14, 15]. Для этих же це-
лей могут использоваться иголки хвойных по-
род деревьев [16, 17], волокно семян тополя 
[18]. 

Из отходов растениеводства перспектив-
ными являются шелуха риса [19], гречихи [20]  
и пшеницы [21], скорлупа грецкого ореха [22], 
стебли банана [23], бамбука [24], кукурузы [25], 
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виноградной лозы [26], а также кожура банана 
[27] и граната [28].  

Использование соломы различных зерно-
вых культур для целей очистки воды исследо-
валось авторами работ [29–32]. Также при по-
лучении сорбционных материалов была пока-
зана возможность использования лузги под-
солнечника [33, 34]. Немалый интерес пред-
ставляет и лузга гречихи, в большом количе-
стве образующаяся на перерабатывающих 
предприятиях Алтайского края и не находящая 
широкого применения.  

Целью представленной работы являлось 
изучение возможности использования лузги 
гречихи для удаления соединений жесткости из 
воды. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Для целей исследования использовались 

модельные растворы с содержанием общей 
жесткости (сульфата магния и хлорида каль-
ция) от 2 до 40 мг-экв/г. Сорбцию проводили 
при температуре 22 ºС и фиксированной массе 
сорбента (1 г) с применением механического 
перемешивания. Значение общей жесткости 
определялось по методике, изложенной в ГОСТ 
31954-2012 («Вода питьевая. Методы опреде-
ления общей жесткости»), – комплексономет-
рическим титрованием пробы раствором три-
лона Б в присутствии индикатора (в нашем слу-
чае использовался эриохром черный в виде 
порошка в смеси с хлоридом натрия в соотно-
шении 1:100). Высокие концентрации растворов 
перед анализом предварительно разбавлялись 
дистиллированной водой. 

С целью увеличения сорбционной способ-
ности лузги гречихи была проведена ее пред-
варительная модификация растворами орто-

фосфорной и соляной кислот (0,5 н), гидрокси-
да натрия (500 мг/дм

3
). 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
С использованием модельных растворов с 

разной начальной концентрацией соединений 
жесткости в лабораторных условиях были ис-
следованы кинетические и статические харак-
теристики полученных сорбентов. Первона-
чально была изучена кинетика сорбции иссле-
дуемых катионов при их начальной концентра-
ции – 10 мг-экв/дм

3
. Исследования проводили 

на нативной лузге. В результате было опреде-
ленно время достижения равновесия в гетеро-
фазной системе «ион металла – раствор» в 
процессе сорбции. Из графика, представленно-
го на рис. 1, видно, что равновесие в системе 
достигается достаточно быстро – в течение  
5 мин от начала сорбции. 

На втором этапе изучалась возможность 
максимального извлечения жесткости из вод-
ных растворов. Исследования проводились как 
на нативной лузге гречихи, так и на лузге, мо-
дифицированной растворами ортофосфорной и 
соляной кислот и гидроксида натрия. Сорбци-
онная емкость рассчитывалась по формуле: 

 

 
,

s рC C V
А

m

 
  

 
где А – сорбционная емкость, мг-экв/г; Сs,  
Ср – начальная и равновесная концентрация 
жесткости соответственно в исходном растворе 
и после завершения процесса, мг-экв/дм

3
;  

V – объем раствора, дм
3
; m – масса навески 

адсорбента, г. 

 

 
 

Рис. 1. Кинетическая кривая сорбции соединений жесткости на нативной лузге гречихи 
 

Fig. 1. Kinetic of sorption of stiffness compounds 
on native buckwheat husk 
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Рис. 2. Зависимость сорбционной емкости (А) лузги гречихи от равновесной концентрации (Ср) 
жесткости в растворе 

 

Fig. 2. Relationship between the sorption capacity (A) of buckwheat husk and the equilibrium concentration (Cp) 
of stiffness in solution 

 

Полученные в результате изотермы сорб-
ции представлены на рис. 2. 

Как видно, все изотермы, представленные 
на рис. 2, имеют практически одинаковый ха-
рактер: выгнутый начальный участок и точку 
перегиба в диапазоне равновесных концентра-
ций от 5 до 15 мг-экв/дм

3
. Все зависимости 

можно отнести к типу S4 по классификации 
Гильса. Отмечено, что химическая модифика-
ция незначительно увеличивает сорбционную 
емкость лузги: для нативной она составила  
2,0 мг-экв/дм

3
, а максимальная отмечена у луз-

ги, обработанной гидроксидом натрия –  
2,4 мг-экв/дм

3
 (на 15 % больше). Эффектив-

ность удаления катионов кальция и магния со-
ставила от 31 % для растворов с высокой кон-
центрацией, до 62 % – для слабо концентриро-
ванных. 

С целью количественного описания про-
цесса сорбции полученные данные подвергну-
ты линеаризации по моделям Ленгмюра, 
Фрейндлиха, БЭТ и Дубинина – Радушкевича.  

Модель Ленгмюра позволяет учесть 
наиболее сильные отклонения от закона Генри, 
связанные с ограниченностью поверхности ад-
сорбента, что приводит к адсорбционному 
насыщению его поверхности по мере увеличе-
ния концентрации распределяемого вещества. 
Это положение уточняется следующим: ад-
сорбция локализована на отдельных центрах, 
каждый из которых взаимодействует только с 
одной молекулой адсорбата с образованием 
монослоя; адсорбционные центры энергетиче-
ски эквивалентны, а адсорбированные молеку-
лы не взаимодействуют друг с другом. 

Данные, полученные при линеаризации 
экспериментальных данных по модели 
Ленгмюра, показали, что модель не применима 
к описанию сорбционного процесса соединений 
жесткости лузгой гречихи из-за малого значе-

ния коэффициента аппроксимации (R
2 

˂ 0,5) и 
говорит о том, что сорбция протекает не в од-
ном слое. 

Модель сорбции Фрейндлиха используется 
для описания процессов сорбции веществ на 
гетерогенном слое сорбента с неопределенным 
количеством активных центров связывания. 
При использовании этой модели нельзя рас-
считать количество активных центров на еди-
ницы связывающего агента. Уравнение изо-
термы модели Фрейндлиха выведено из пред-
положения, что адсорбционные центры обла-
дают различными величинами энергии, следо-
вательно, в первую очередь происходит запол-
нение активных центров с максимальной энер-
гией, то есть с сильной связывающей способ-
ностью, а прочность сцепления уменьшается с 
увеличением степени заполнения. Уравнение 
Фрейндлиха в логарифмической форме имеет 
вид: 

 
lnA=lnK+1/n lnC,  

 
где K – коэффициент, отражающий количество 
и прочность образующихся связей между сор-
батом и сорбентом; n – коэффициент, характе-
ризующий интенсивность течения сорбционных 
процессов и распределение активных центров. 

Модель Фрейндлиха позволяет оценить 
прочность и скорость образования химических 
связей между сорбатом и сорбентом. Однако 
она не дает предельного значения сорбции при 
насыщении. 

Результаты, полученные при линеариза-
ции экспериментальных данных по модели 
Фрейндлиха для лузги гречихи, представлены  
в таблице. Отмечено, что они достаточно  
хорошо линеаризуются  в области как боль- 
ших, так и малых концентраций (R

2
 = 0,842– 

– 0,968). 
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Линеаризация изотерм сорбции по модели Фрейндлиха 
 

Linearization of sorption isotherms according to the Freindlich model 
 

Материал Линейная форма уравнения R
2
 

Гречиха нативная lnA = 0,560·lnC1 – 0,535 0,842 
Гречиха, модифицированная:   

NaOH lnA = 0,830·lnC2 – 0,840 0,933 

HCl lnA = 1,075·lnC3 – 1,174 0,968 
H3PO4 lnA = 0,796·lnC4 – 0,827 0,854 

 
Представления о многослойной адсорбции 

отражены в теории Брунауэра, Эммета и Тел-
лера (БЭТ), которая рассматривает поверх-
ность как совокупность одинаковых адсорбци-
онных мест, которые служат основанием для 
вертикальных групп адсорбированных молекул, 
являющихся центрами дальнейшей адсорбции 

Каждая группа рассматривается как от-
дельная система, то есть процессы адсорбции-
десорбции в соседних группах происходят 
независимо, что означает отсутствие боковых 
взаимодействий. Предполагается, что любое 
место в i-м слое может быть занято только в 
том случае, если все нижележащие места за-
няты. 

Применительно к адсорбции из растворов 
уравнение БЭТ записывается следующим об-
разом: 

 

 

p
m

p p s

s s

K C
А a . ,

C C C
1 1 K 1

C C


  
    

  

 

 

где am – предельная адсорбционная способ-
ность (емкость монослоя); К – константа урав-
нения полимолекулярной адсорбции; Ср и Сs – 
равновесная и начальная концентрации рас-
творов соответственно. 

Результаты, полученные при линеариза-
ции экспериментальных данных по теории БЭТ, 
показали, что в области изучаемых концентра-
ций коэффициент аппроксимации низкий  
(R

2 
˂ 0,2), что говорит о неприменимости дан-

ной модели при сорбции соединений жесткости 
из воды. 

Теория объемного заполнения микропор, 
которую предложил М.М. Дубинин, предполага-
ет, что весь объем пор радиусом менее 1 нм 
заполнен адсорбционным полем. Поэтому поры 
заполняются не послойно, а объемно. Адсор-
бируемое вещество при этом диспергировано в 

сети пустот, имеющих размеры, соизмеримые с 
размерами самих адсорбируемых веществ, ко-
личество которых является линейной функцией 
объема пор. Поэтому ни в одной точке твердой 
матрицы микропористого сорбента нельзя пре-
небречь влиянием сил его взаимодействия с 
сорбатом. Однако данная модель может лишь 
формально применяться к описанию сорбции 
ионов металлов исследуемыми сорбентами, 
поскольку заполнение объема микропор иона-
ми металлов невозможно из-за сил электроста-
тического отталкивания между одноименно за-
ряженными катионами.  

При обработке полученных данных в лине-
аризованном виде по этой теории отмечено, 
что для изучаемого диапазона концентраций 
сорбция не может быть описана данной моде-
лью (R

2
 находится в диапазоне от 0,091  

до 0,207). 
Анализ данных математической обработки 

показал, что характер поглощения соединений 
жесткости лузгой гречихи с большей вероятно-
стью описывается сорбционной моделью 
Фрейндлиха.  

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Таким образом, в результате исследова-

ния сорбционных свойств нативной и химиче-
ски модифицированной различными раствора-
ми лузги гречихи по отношению к соединениям 
жесткости установлено, что эффективность 
умягчения воды составляет от 31 % для рас-
творов с высокой концентрацией, и до 62 % – 
для слабо концентрированных. Отмечено, что 
изотермы сорбции относятся к первому типу S4 
по классификации Гильса. Полученные изотер-
мы адсорбции обработаны в рамках моделей 
Ленгмюра, Фрейндлиха, БЭТ и Дубинина – Ра-
душкевича; лучше всего сорбция описывается 
уравнением Фрейндлиха.  
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Abstract: The main structural protein of the human eye, which accounts for about 50 % of the mass of all 
water-soluble proteins comprising the lens, is α-crystallin. Alpha-crystallin functions as a molecular chape-
rone, preventing other lens crystallins from interfering in the vital activity. Alpha-crystallins partially or fully 
stabilise unfolded proteins, preventing the formation of deposits, helping to preserve the lens transparency 
and reducing the risk of a number of diseases, including cataracts. This biological phenomenon can be con-
sidered in the framework of materials science when considering the problem of slowing down the aging pro-
cesses of polymers. In the present study, methods for slowing down the process of aggregation of  
α-lactalbumin in solution are considered, using the binary system α-lactalbumin–αA-crystallin as an example. 
To this end, experimental data on the rate of change of the aggregation process were formalised, i.e.  
expressed in terms of transition temperatures and plasticisation functions of the components. The proposed 
expressions make it possible to clarify the concentration dependence of the initial aggregation rate, its order, 
and also to quantify the effect of the dose of UV irradiation on the aging process of the system. The experi-
mentally obtained result means that an increase in the content of α-crystallin leads to an additional blocking 
of hydrogen bonds in the surface layers of α-lactalbumin and, accordingly, to an increase in the plasticising 
effect. In addition, the obtained expression of the activation energy of polymer chain rearrangement helps to 
account for the influence of infrared radiation on the development of so-called thermal cataracts (usually  
occurring in glassblowers, steelmakers, blacksmiths, welders, etc.), when the etiological factor consist in  
infrared rays having wavelengths from 0.74 to 2.50 microns, which freely pass through the cornea and iris 
without damaging them, and are largely adsorbed by the lens, causing its overheating. 
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Резюме: Основным структурным белком, на долю которого приходится около 50 % массы всех водо-
растворимых белков хрусталика человеческого глаза, является α-кристаллин. Одна из основных 
функций α-кристаллина – шаперонная, обуславливающая необновляемость белков в процессе жизне-
деятельности. α-Кристаллины частично или полностью стабилизируют развернутые белки, препят-
ствуя образования осадка, что способствует сохранению прозрачности хрусталика и снижению риска 
возникновения ряда заболеваний, в том числе катаракты. С другой стороны, это явление можно рас-
сматривать в рамках материаловедения при решении вопроса замедления процессов старения поли-
меров. В данном исследовании на примере бинарной системы α-лактальбумин–αA-кристаллин рас-
смотрены способы замедления процесса агрегации α-лактальбумина в растворе. С этой целью экспе-
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риментальные данные по скорости изменения процесса агрегации были формализованы, то есть вы-
ражены через температуры перехода и функции пластификации компонентов. Предложенные выра-
жения позволяют уточнить концентрационную зависимость начальной скорости агрегации, ее поря-
док, а также количественно оценить влияние дозы УФ-облучения на процесс старения системы. Фи-
зически полученный результат означает, что повышение содержания α-кристаллина приводит к до-
полнительному блокированию водородных связей в поверхностных слоях α-лактальбумина и, соот-
ветственно, к увеличению пластифицирующего эффекта. Кроме того, полученное выражение энер-
гии активации перестроения цепи полимера позволяет учесть влияние ИК-излучения на развитие так 
называемой тепловой катаракты (обычно имеет место у стеклодувов, сталеваров, кузнецов, свар-
щиков и людей других профессий), когда этиологическим фактором являются ИК-лучи с длиной волны 
от 0,74 до 2,50 мкм, которые свободно проходят через роговую и радужную оболочки, не повреждая их, 
и в значительной степени адсорбируются хрусталиком, что приводит к его перегреву. 
 

Ключевые слова: α-лактальбумин, кристаллин, бинарная система, порядок агрегации, функции 
пластификации, температуры перехода  
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INTRODUCTION 
Binary biopolymer systems, such as protein-

protein and protein-polysaccharide formations, are 
widespread in nature. Moreover, processes occur-
ring in such systems under the influence of va-
rious external factors are of practical interest not 
only for the biological systems themselves as an 
example of self-regulation, but also for binary sys-
tems based on synthetic polymers. 

An analytical description of such processes is 
of significant interest both in the case of medicine 
(for example, in the development of drugs to slow 
the development of cataracts), and in the case of 
polymer materials science when attempting to 
slow down processes leading to degradation of 
materials.  

Typically, the development of aging proces-
ses is influenced by many factors (heat, light, 
penetrating radiation, oxygen, moisture, aggres-
sive chemicals, mechanical stresses) that cause 
two types of irreversible chemical reactions in po-
lymers: destruction, when bonds in the main chain 
of macromolecules break, and structuring when 
chain stitching occurs. A change in the molecular 
structure leads to changes in the properties of the 
polymeric material: elasticity is lost, rigidity in-
creases, dielectric parameters deteriorate, etc. [1]. 

Here we will focus on the action of only one 
factor, namely light (photochemical destruction), 
when the destruction of macromolecules occurs 
under the influence of ultraviolet (UV) rays having 
a wavelength λ < 400 nm. Polymers containing 
atomic groups or individual polar groups capable 
of absorbing light are particularly intensively de-
grade. In the case of proteins, these are amino 
acids tryptophan (W) and tyrosine (Y) [2]. The 
choice of the protein-protein system of the eye 
lens as an example was motivated by the signifi-
cant accumulation of experimental material ob-

tained during studies of the aging of this system 
(development of cataracts) [3, 4], which can be 
formalised in the framework of polymer physics. 

One of the natural mechanisms of inhibition 
of cataract development in the human eye is as-
sociated with the presence of the α-crystallin pro-
tein in the lens, which performs a molecular cha-
perone role – in this case, preventing the aggre-
gation of β-crystallin and thereby preventing the 
development of cataracts [4]. In this case, the  
α-crystallin molecules permeate into a β-crystallin 
structure that has denatured under the influence 
of UV radiation, permeating it and reducing the  
β-crystallin thermal aggregation rate.  

The influence of infrared radiation can be 
seen in the development of so-called thermal ca-
taracts typically occurring in glassblowers, 
steelmakers, blacksmiths, welders, etc. Here, the 
etiological factor consists in infrared rays having 
wavelengths from 0.74 to 2.50 microns, which 
freely pass through the cornea and iris without 
causing damage to them, but are then largely ad-
sorbed by the lens, leading to overheating. An 
increase in the temperature of the lens in turn 
leads to an increase in the rate of thermal aggre-
gation of β-crystallin. 

 
EXPERIMENTAL PART 
An analytical description of the effect of  

αA-crystallin on aggregation of βL-crystallin and 
the effect of UV irradiation on initial adsorption 
ability of α-crystallin were examined in detail on 
the example of the α-lactalbumin–αA-crystallin 
model system. The results of experimental studies 
given in [5, 6] were used as the initial data togeth-
er with information on the amino acid composition 
of the proteins of the system under consideration. 
α-Lactalbumin has a molecular weight of about 
14 000 g/mol; its molecule is comprised of a sin-
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gle polypeptide chain consisting of 123 amino acid 
residues and containing four disulphide bonds. 
The predominant amino acids of α-lactalbumin 
are, mg / g: aspartic acid – 18.7; glutamic acid – 
12.9; leucine –11.5; lysine – 11.5; tryptophan – 
7.0; isoleucine – 6.8; cystine – 6.4 etc. The eye 
lens protein αA-crystallin, consisting of 173 amino 
acid residues (AAR), belongs to the family of 
small heat shock proteins (sHSPs), having a mo-
lecular weight of about 20 000 g/mol.  

 
RESULTS AND DISCUSSION 
Refinement of the concentration dependence 

of the initial aggregation rate and the physical 
meaning of the parameters included therein 

An empirical expression for determining the 
initial aggregation rate of v as a function of x 
(phase concentration ratios of α-crystallin and  
α-lactalbumin) was proposed in [5]:  

 
1/
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o

o
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where vo – is the initial aggregation rate when 
x = 0; n – the aggregation order, which according 
to [7] is equal to 5.3±0,3; АСо – initial chaperone 
adsorption capacity; x = [α-crystallin]/[α-lactal-
bumin], [α-crystallin] and [α-lactalbumin] – molar 
concentrations of αA-crystallin and α-lactalbumin 
in a solution. In the study of anti-aggregation ac-
tivity of αA-crystallin the authors of [6] obtained 
the value ACo = 1.18 with [α-lactalbumin] 
= 0.5 mg/ml. 

In order to establish the dependence of the 
coefficient АСо on the characteristic temperatures 
of the polypeptides of the system αA-crystallin and 
α-lactalbumin, we use the theory of absolute reac-
tion rates [8] in calculating v: 
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The values of ΔS
*
 and ΔH

*
 represent chang-

es in the system’s entropy and enthalpy during the 
transition of the rotational polymer isomers  
(α-lactalbumin and αA-crystallin) into an activated 
state. 

Let us determine the relative concentration of 
α-crystallin Cα-cryst in the original system as 
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Then the activation enthalpy of the complex 
α-crystallin and α-lactalbumin ΔH *cpl can be re-
presented as  
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Assuming that the changes in the activation 
entropy of α-crystallin and α-lactalbumin are the 
same and using expression (2), equation (1) in 
general form can be written as follows: 
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Given that 1 – y << 1, the dependence of 
(v/vo)

1/n
 from x will be non-linear: 

 
1/

1 ,
1

n

o

o

v x
AC

v x

 
  

                       (8) 
 

where 
ACo = γ (1 – y).                     (9) 

 

From expression (9) it follows that for  
xmax ~5.5 ACo = 1.18, (v/v o)

1 / n
 ~0, i.e. the aggre-

gation process is completely stopped. According-
ly, the dependence (v/vo)

1/n 
= f(x) will differ from 

the linear (1) already for x = 0.35 and 0.5 (see. 
Fig. 6 in [5]). Dependence (1) can be obtained 
from expression (9) when x << 1. 

Unfortunately, in [5], measurements for 
х = 0.5 and х = 0.6 were not performed; however, 
measurements for х = 0.7 show that in this case 
(v/vo)

1/n 
= 0, i.e. the aggregation process ends ear-

lier Approximating the function (v/vo)
1/n 

= f(x) at 
three points (for х = 0.14, х = 0.35 and х = 0.7), 
estimate its values at the points х = 0.5 and 
х = 0.6. The obtained values are given in Table 1. 
The experimental values are shown in bold type 
and the corrected corresponding values are indi-
cated in brackets (for х = 0.6) when approximating 
the Pl(W, x) quadratic parabola. 

To identify the causes of the discrepancy  
of function (9) with constant ACo from the experi-
mental dependence, we will dwell in more detail 
on expression (8). It was shown in the work [9] 
that the activation energy of the rearrangement  
of the polymer chain can be expressed in terms  
of  its  glass  transition  temperature.  In  this case, 

http://www.xumuk.ru/biochem/26.html
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Table 1 
Values of the plasticisation function Pl(W) for 0.35 <x ≤ 0.7 

Таблица 1 
Значения функции пластификации Pl(W) при 0,35 < x ≤ 0,7 

 

х 0.140 0.349 0.500 0.600 0.701 

(v/vo)
1/n

 0.840 0.661 0.520 0.400 (0.467) 0.002 

Pl(W, x) 1.000 1.000 0.989 0.982 (0.971) 0.947 
 

γ = 
( )g crystconst T

nT


, and y = (Tg )α-lact /(Tg )α-crist 

and the expression (8) takes the following form: 
 

ACo = 
( )g crystconst T

nT


 (1 – (Tg)α-lact /(Tg)α-crist) (10) 

 
It follows from expression (10) that, in the 

case of the model system under consideration,  
y – const. However, y may change when swit-
ching from a model system to a real one. If in the 
model system a decrease (Tdn)α-lact is achieved 
due to the plasticising effect of dithiothreitol (DTT) 
[6], then with UV irradiation of βL-crystallin, plasti-
cising effect is driven by the destruction of tyro-
sine and tryptophan due to photoionisation and 
subsequent formation of radicals and solvated 
electron. Therefore, in the case of a model system 

 

y = (Tgо)α-lact Pl(W) /(Tg)α-crist , 
 

where Pl(W) – is the plasticisation function, which 
depends on the content of DTT in the solution – 
W; Pl(W) = (Tg)α-lact/(Tgо)α-lact, (Tgо)α-lact – glass tran-
sition temperature of α-lactalbumin when DTT is 
absent; (Tg)α-lact – glass transition temperature of 
α-lactalbumin at a concentration of DTT – W. In 
the case of a real system, the plasticisation func-
tion will depend on W and radiation doses D, i.e. 
Pl(W, D). 

From the work [10] it follows that in the case 
of egg and milk proteins, which include the protein 
system studied in [5], the ratio Tg/ Tdn can be  
considered as a constant value, slightly depend-
ent on protein type. Therefore, in expres- 
sion (10), the ratio (Tg)α-lact / (Tg)α-crist can be written 
as (Tg)α-lact / (Tg)α-crist = (Tdn)α-lact / (Tdn)α-crist. 

Below, we perform a series of numerical es-
timates for the model system α-lactalbumin–αA-
crystallin in order to determine constants in ex-
pression (10). In Table 2 and 3 amino acid com-
positions of αA-crystallin and α-lactalbumin and 
the expressions used to evaluate their denatura-
tion temperatures are presented. Since the con-
sidered proteins have a below-critical degree of 
polymerisation, this fact was considered using the 
expressions proposed in [11]. The performed es-
timates give (Tdn)exp = 63 

о
С, Tg = 46 ºС for  

αA-crystallin, (Tdn)cal = 47 
о
С – for α-lactalbumin, 

and const = 121.5 for n = ~5 (it will be shown be-
low that for the systems under consideration 
n = 5.5). However, for calculating (v/v o)

1 / n
 the 

main thing to know is the ratio const / n in expres-
sion (10). 

Thus, in the case of the considered model 
system, expression (9) will take the following form: 

 
1/

1 24.85(1 0.9525 ( , )) .
1

n

o

v x
Pl W x

v x

 
   

        (11) 
 

Using expression (11) and the values  
(v/v o)

1 / n
 and x given in the table 1, we obtain the 

values of the plasticisation function Pl (W) with the 
corresponding values of x (see Table 1). The 
function Pl(W, x) will be approximated by a quad-
ratic parabola: Pl(W, x) = 1 – ax – bx

2
. The coeffi-

cients a and b can be found from the values of  
Pl (W, x) for x= 0.5 and x= 0.7. As a result, the 
dependence Pl (W, x) will take the following form: 

 

Pl(W,x) = 1 + 0.113x – 0.27x
2
. 

 

Correction Pl(W, x) for x = 0.6 gives 
Pl(W, x) = 0.971.  

The empirically-obtained result means that 
an increase in the content of α-crystallin leads to 
an additional blocking of hydrogen bonds in the 
surface layers of α-lactalbumin and, accordingly, 
to an increase in the plasticising effect. In this 
case, plasticisation occurs in the area of action of 
the Zhurkov mechanism [12], i.e. due to blocking 
of hydrogen bonds. 

Similarly, if the dependence (v/v o)
1 / n

= f (x) it 
is possible to perform estimates for the system  
α- and βL -crystallins irradiated with UV. It should 
be noted that x = 0.7 is the limit value xlim, which 
does not depend on the model substance, since 
all measurements are carried out at physiological 
temperature, the molecular chaperone properties 
of α-crystallin are studied. 

On the reason of the temperature decrease 
of β-crystallin denaturation and the initial adsorp-
tion ability of the chaperone ACо under UV irradia-
tion Under UV irradiation of β-crystallin, two amino 
acids (tryptophan and tyrosine) are exposed, 
which β-crystallin contains significantly more than 
α-crystallin. The resulting amino acid radical in-
teracts with  neighbouring peptide  chains  of  the 
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Table 2 
Parameters of αA-crystallin 

Таблица 2 
Параметры αA-кристаллина 

 

AAR ni ΔVi, Å
3
 niΔVi, Å

3
 φi Tdni, K φi / Tdni 

M 2 117.1   234.2 0.0132   527   2.50010
-5
 

S 19   72.1 1369.9 0.0772   667 11.57010
-5
 

Q 5 111.9   559.5 0.0315   408   7.72010
-5
 

A 6   64.7   388.2 0.0219 1141   1.92010
-5
 

K 8 127.4 1019.2 0.0574   282 20.35010
-5
 

T 9   89.1   801.9 0.0452   447 10.11010
-5
 

V 10   98.8   988.0 0.0557   410 13.58410
-5
 

P 10   87.2   872.0 0.0492   452 10.88010
-5
 

G 9   47.6   428.4 0.0242   898   2.69010
-5
 

D 15   90.7 1360.5 0.0767   814   9.42010
-5
 

L 14 115.9 1622.6 0.0915   347 26.37010
-5
 

I 9 115.9 1043.1 0.0588   347 16.94010
-5
 

E 10 107.8 1078.0 0.0608   529 11.49010
-5
 

F 14 140.4 1965.6 0.1108   519 21.35010
-5
 

W 1 170.1   170.1 0.0096   432   2.22010
-5
 

N 2   94.8   189.6 0.0107   521   2.05010
-5
 

H 7 119.5   836.5 0.0472   670   7.04510
-5
 

R 12 146.6 1759.2 0.0992   277 35.81010
-5
 

Y 6 147.0   882.0 0.0497   457 10.87010
-5
 

C 2   82.2   164.4 0.0093 1147   0.81110
-5
 

Note. Σ niΔVi = 17532,9A
3
; ΔVi – van der Waals volume of the i-th amino acid residue; ni – the number of amino acid resi-

dues of the i-th type; φi = niΔVi/Σ niΔVi; Tdn
-1 

= Σ φiTdni
-1

; Tdn = Tm,∞ = 443 K = 170 
о
С; N = Σ ni = 174 – degree of polymerisa-

tion; critical degree of polymerisation Nc = 346. (Tdn)exp = 63 
о
С. If using the expression Tdn= Tm, ∞ – k · Nc/ Nnuc, where  

k = 20.8, we define Nnuc globules αA- crystallin, Nnuc = 67, and accordingly the degree of polymerisation of the edge  
Ncon = 107. 
Примечание. Σ niΔVi = 17532,9A

3
; ΔVi – ван-дер-ваальсовый объем i-го аминокислотного остатка; ni – число ами-

нокислотных остатков i-го типа; φi = niΔVi/Σ niΔVi; Tdn
-1 

= Σ φiTdni
-1

; Tdn = Tm,∞ = 443 K = 170 
о
С; N = Σ ni = 174 – сте-

пень полимеризации; критическая степень полимеризации Nc = 346. (Tdn)exp = 63 
о
С. Если с помощью выражения 

Tdn = Tm,∞ - k·Nc/Nnuc, где k = 20,8, определим Nnuc глобулы αA-crystallin, Nnuc = 67, и соответственно степень поли-
меризации опушки Ncon = 107. 

 

 

Table 3 
Parameters of α-lactalbumin 

Таблица 3 
Параметры α-лактальбумина 

 

AAR ni ΔVi, Å
3
 niΔVi, Å

3
 φi Tdni, K φi / Tdni 

M 3 117.1   234.2 0.0132 527   2.50010
-5
 

S 9   72.1 1369.9 0.0772 667 11.57010
-5
 

Q 7 111.9   559.5 0.0315 408   7.72010
-5
 

A 5   64.7   388.2 0.0219 1141   1.92010
-5
 

K 12 127.4 1019.2 0.0574 282 20.35010
-5
 

T 8   89.1   801.9 0.0452 447 10.11010
-5
 

V 8   98.8   988.0 0.0557 410 13.58410
-5
 

P 2   87.2   872.0 0.0492 452 10.88010
-5
 

G 7   47.6   428.4 0.0242 898   2.69010
-5
 

D 13   90.7 1360.5 0.0767 814   9.42010
-5
 

L 17 115.9 1622.6 0.0915 347 26.37010
-5
 

I 9 115.9 1043.1 0.0588 347 16.94010
-5
 

E 7 107.8 1078.0 0.0608 529 11.49010
-5
 

F 6 140.4 1965.6 0.1108 519 21.35010
-5
 

W 4 170.1   170.1 0.0096 432   2.22010
-5
 

N 8   94.8   189.6 0.0107 521   2.05010
-5
 

H 4 119.5   836.5 0.0472 670   7.04510
-5
 

R 1 146,6 1759.2 0.0992 277 35.81010
-5
 

Y 4 147.0   882.0 0.0497 457 10.87010
-5
 

C 8   82.2   164.4 0.0093 1147   0.81110
-5
 

Note. Σ niΔVi = 17732,7A
3
; Tdn = Tm,∞ = 457 K = 184 

о
С; N = Σ ni = 142 – degree of polymerisation; Nc = 360; Nnuc = (Nnuc)αA-

crys ⋅ (N) α-lact /(N)αA-crys = 54; Ncon = 88. If using the expression Tdn= Tm, ∞ – k · Nc/ Nnuc, where k= 20.8, we define (Tdn)cal glo-
bules α-lactalbumin, (Tdn)cal = 47

о
С. 

Примечание. Σ niΔVi = 17732,7A
3
; Tdn = Tm,∞ = 457 K = 184 

о
С; N = Σ ni = 142 – степень полимеризации; Nc = 360; 

Nnuc = (Nnuc)αA-crys  (N) α-lact /(N)αA-crys = 54; Ncon = 88. Если с помощью выражения Tdn = Tm,∞ - k·Nc/Nnuc, где k = 20,8, опре-
делим (Tdn)cal глобулы α-лактальбумина, (Tdn)cal = 47 

о
С. 
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protein molecule
1
. As a result, it is possible to 

form ring structures along the macromolecule 
chain, which will be a mixture of ring and linear 
sections with a significantly lower degree of 
polymerisation (the number of amino acid resi-
dues) than the initial chain. The latter will lead to 
the temperature of denaturation of such a chain 
decreasing. Therefore, by selecting a dose of ra-
diation, it is possible to achieve the transition of  
β-crystallin to a disordered state at physiological 
temperature. This is the difference between the 
conversion of α-lactalbumin to a disordered state 
(this occurs due to plasticisation of DTT) from  
β-crystallin. 

Moreover, since α-crystallin also contains 
tryptophan and tyrosine, although in smaller quan-
tities than β-crystallin, UV radiation can affect  
(Tg )α-crist through its decline on the basis of the 
mechanism mentioned above. The latter is con-
firmed by the data given in [5]. The dependence 
found in [5] is well-described using equation (10) if 
instead of (Tg )α-crist write (Tg )α-crist Pl (D) (hereinaf-
ter the meaning of Pl (D) will be clarified).  

The value of АСо/АСо,inact = 0 corresponds to 
the condition (Tg)α-lact/(Tg)α-crist = 1. From this the 
glass transition temperature of irradiated  
α-crystallin can be determined, which helps to 
calculate the change in its effective degree of 
polymerisation upon the formation of ring struc-
tures [11]. 

Since, upon irradiation, there is a decrease in 
(Tg)α-crist, then introducing the plasticisation func-
tion Pl(D) = (Tg )α-crist /Tg )α-crist,inact , where D is the 
dose of UV irradiation; Pl(D) ≤1, and using ex-
pression (10), ACо /ACо,inact can be written as fol-
lows: 

АСо/АСо,inact = Pl(D)
1-0.9525 ( , ) / ( )

.
1- 0.9525 ( , )

 
 
 

Pl W x Pl D

Pl W x
(11а) 

 

From expression (11a), the dependence  
Pl(D) can be determined from the experimental 
values of ACо/ACо,inact given in [4]. In Table 4 the 
calculated values of Pl (D) are given. For Pl 
(D*) = 0.9525, where D* = 32.5 J/cm

2
, Pl(W, x)= 1, 

the value ACо/ACо,inact = 0, a change in the effec-
tive degree of polymerisation of the chain of  
α-crystallin ΔN under UV irradiation will be ~ 4 
units (per 4 amino acid residues). When evaluat-
ing ΔN, the Fox – Flory equation was used, which 
is usually used to calculate Tg polymers with a 
degree of polymerisation below critical. Most of 
the proteins are polymers of this kind, including  
α- and β-crystallin.  

Approximation of the data presented in Ta-
ble 4 gives the following dependency:  

 
2( ) 1 0.244 0.169 .P D D D  

 
 

It should be noted that while an increase in 
the content of α-crystallin leads to a decrease in 
the rate of aggregation, then UV irradiation leads 
to inhibition of this process (an increase in the 
aggregation rate). Thus, considering the effect of 
irradiation, equation (11) can be written as follows: 

 

1/

( , )
1 24.85 ( )(1 0.9525 .

( ) 1

 
   

 

n

o

v Pl W x x
Pl D

v Pl D x
 (11b) 

 

Determination of the aggregation order by 
calculation 

Equation (1) includes the aggregation order 
parameter n, which, according to [7], is equal to 
n = 5.3±0.3. Show that the found value n can be 
estimated using the data of A.N. Kolmogorov cited 
in [13], where was first proposed the equation that 
describes the kinetics of crystallisation of metals, 
which later became widely used in the description 

Table 4 

The values of the plasticisation function Pl( D ) for α-crystallin depending 
on the dose of UV-irradiation at 0 <x ≤ 0,15 

Таблица 4 

Значения функции пластификации Pl( D ) для α-кристаллина в зависимости 

от дозы D  УФ-облучения при 0 < x ≤ 0,15 
 

Parameter Value 

D  0.038 0.077 0.154 0.231 0.308 0.407 

АСо/АСо,inact 0.83 0.70 0.35 0.40 0.20 0.06 

Pl( D ) 0.987 0.977 0.951 0.955 0.940 0.929 

Note In the considered range of x, the function Pl(W, x) = 1, D  = D/D*. 

Примечание. В рассматриваемом диапазоне изменения x функция Pl(W, x) = 1, D  = D/D*. 
 

   

1
Владимиров Ю.А., Потапенко А.Я. Физико-химические основы фото-биологических процессов: учеб. 

пособие для мед. и биол. спец. вузов. М.: Высш. шк., 1989. 199 c. 



Matveev Yu.I., Averyanova E.V. On aggregation in binary biopolymer systems … 
Матвеев Ю.И., Аверьянова Е.В. Об агрегации в бинарных биополимерных системах … 

 

 

229 
 

ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 
 

  
 

of nucleation processes of various structures in 
food, biological and pharmaceutical materials [14]. 

Usually in the modern notation [14] the equa-
tion of A.N. Kolmogorov, which abroad is called 
the Avrami equation, has the following form: 

 

1 exp( ),n

CK t  
                (12) 

 
where α is the degree of structural order (crystal-
linity) of the solution; Kc is speed constant; n is a 
parameter characterising nucleation (in our case, 
the aggregation parameter).  

A.N. Kolmogorov wrote the right side of 

equation (12) as 34
exp( ),

3
 c


, while 

 

3

0

( )( ( ) ) ,

t t

t

t k d dt  


    
               (13) 

 
where k(t) is the rate of increase of the crystallised 
mass; α(t) is the probability of formation per unit 
volume unit time interval of one crystallisation 
centre [13]. 

A.N. Kolmogorov showed that, given the va-
rious functions α (t) and k (t), one can obtain  
Ω = const·t

n
 . Two cases were considered: 

– when α(t) and k(t) do not depend on time, 
i.e. α(t)=α= const, and k(t)= 1, and then t

n
 ~t

4
;  

– when all crystallisation centres are formed 
at the beginning, and then t

n
 ~t

3
.  

In our case, the decrease in the rate of ag-
gregation of α-lactalbumin occurs due to the cap-
ture of molecules of α-lactalbumin by molecules  
of α-crystallin when they converge and mutually 
penetrate each other. In this case, k(t) will be  
 

proportional to the size of the diffusion zone of 
their mixing, i.e. t

1/2
 [15]. 

For α(t)=α=const, and k(t)~t
1/2

 from equation 
(13) we obtain t

n
 ~t

5, 5
 , i.e. in equation (1) n= 5.5, 

which, within the limits of measurement accuracy, 
corresponds to the data of [7]. 

 
CONCLUSIONS 
Thus, as a result of the transformations of the 

equation for calculating the initial aggregation rate 
of α-crystallin, the physical meaning of the coeffi-
cients included in it was revealed, which allows us 
to determine ways to slow down the aggregation 
process in the binary system α-lactalbumin-αA-
crystallin. 

Due to the fact that α-crystallin has a high 
degree of polydispersity, both aggregates of va-
rious sizes and individual molecules of α-crystallin 
will be present in its solution. It was shown that 
the enhancement of the chaperone-like action of 
α-crystallin is achieved either by increasing the 
concentration of individual molecules with an in-
crease in its total content in the system, or by ex-
ternal action on aggregates of α-crystallin, causing 
them to decompose into individual molecules. 
This property can be used in the development of 
drugs that slow cataract development, either by 
selecting substances that contribute to the de-
composition of α-crystallin aggregates, or by cau-
sing plasticisation of β-crystallin and increasing 
initial adsorption capacity of chaperone. 

The calculation equation of the initial molecu-
lar chaperone adsorption capacity (10) also allows 
us to consider the influence of infrared radiation 
on the development of the so-called thermal cata-
ract typically occurring in glassblowers, steelma-
kers, blacksmiths, welders, etc.  
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Abstract: The aim of the study was to study the phytase synthesis capability of Aspergillus niger L-4 strain. 
The method for determining phytase activity is based on establishing the content of inorganic phosphates as 
a result of the action of phytase on the substrate under certain standard conditions by binding them with a 
vanadium-molybdenum reagent to form a coloured complex. The use of phytases for the hydrolysis of 
phytates in animal feed is important from the point of view of preserving the environment: when phytate 
complexes are destroyed, phosphorus is released, which performs an important structural and regulatory 
function, ensuring the normal development of bone and dental tissues and supporting their safety and integ-
rity. Phosphoric acid is involved in the synthesis of kinases responsible for the normal course of chemical 
reactions in cells, in fat metabolism, as well as in the synthesis and breakdown of starch and glycogen. This 
reduces the release of undigested phosphorus into the environment. The object of the study consisted of 
native solutions obtained by culturing an industrial strain of acid-forming A. niger L-4 on various carbohy-
drate-containing media. The A. niger L-4 strain, previously selected at the All-Russian Scientific Research 
Institute of Food Additives for fermentation of molasses, has the ability to synthesise extracellular phytase. 
This paper presents the results of studies of phytase activity during the cultivation of A. niger L-4 on carbo-
hydrate-containing media. It was found that in order components of the sucrose-mineral medium provide an 
elevated level of low-molecular-weight sugars necessary for increasing the productivity of phytase biosyn-
thesis. Phytase activity in the native solution was shown to increase over 72 hours of fermentation to reach a 
value of 25.8±0.1 units/cm

3
. The phytase activity was 1.5 times higher than the fermentation process of a 

corn starch hydrolysate with a dextrose equivalent DE = 21±1 %, ensuring the productive biosynthesis of 
citric acid. 
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Резюме: Целью исследования являлось изучение способности штамма Aspergillus niger Л-4 синте-
зировать фитазу. Метод определения фитазной активности основан на определении содержания 
неорганических фосфатов в результате воздействия фитазы на субстрат при определенных 
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стандартных условиях путем связывания их ванадий-молибденовым реагентом с образованием 
окрашенного комплекса. Использование фитаз для гидролиза фитатов в кормах для животных 
важно с точки зрения сохранения окружающей среды: при разрушении фитатных комплексов вы-
свобождается важный элемент – фосфор, который выполняет структурную и регуляторную 
функцию, обеспечивает нормальное развитие костных и зубных тканей, поддерживает их проч-
ность и целостность. Фосфорная кислота участвует в синтезе киназ, ответственных за нор-
мальное течение химических реакций в клетках, метаболизм жиров, а также синтез и расщепле-
ние крахмала и гликогена. Это уменьшает выброс неусвоенного фосфора в окружающую среду. 
Объектом исследования являлись нативные растворы, полученные при культивировании про-
мышленного штамма-кислотообразователя A. niger Л-4 на различных углеводсодержащих средах. 
Штамм A. niger Л-4, ранее селекционированный во Всероссийском научно-исследовательском ин-
ституте пищевых добавок для ферментации мелассы, обладает способностью синтезировать 
внеклеточную фитазу. В данной работе представлены результаты исследований фитазной ак-
тивности при культивировании штамма A. niger Л-4 на углеводсодержащих средах. Установлено, 
что для повышения продуктивности биосинтеза фитазы необходимо более высокое содержание 
низкомолекулярных сахаров. Установлено, что компоненты сахарозоминеральной среды обеспе-
чивают повышенный уровень фитазной активности ферментов синтезируемых микромицетом  
A. niger Л-4. Выявлено, что фитазная активность в нативном растворе увеличивается в течение 
72 ч ферментации и достигает значения 25,8±0,1 ед/см

3
. По сравнению с процессом ферментации 

гидролизата кукурузного крахмала с декстрозным эквивалентом DE = 20,9±0,5 %, который обес-
печивал продуктивный биосинтез основного метаболита – лимонной кислоты, фитазная актив-
ность была в 1,5 раза выше.  
 

Ключевые слова: фитаза, Aspergillus niger Л-4, гидролизат кукурузного крахмала, сахароза 
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INTRODUCTION 
Micromycete A. niger synthesises enzymes 

(amylases, phytases, invertases, cellulases, etc.) 
and organic acids (citric, gluconic, itaconic, and 
kojic acids). By isolating acids and enzymes in the 
environment, aspergillus breaks down polymers 
into simple molecules that are absorbed back into 
micromycete cells [1–3]. 

A significant quantity (more than 80 %) of 
phytic acid salts (phytates), which bind divalent 
metal cations, were found in the soil, along with 
peptides and low molecular weight metabolites 
associated with the formation of inaccessible and 
difficult to assimilate compounds [4–5].  

Phytates are mainly localised in the seeds 
and bran of crops. When phytate complexes are 
broken down, phosphorus is released. This ele-
ment performs a vital structural and regulatory 
function, ensuring the normal development of 
bone and dental tissues, as well as helping main-
tain their safety and integrity throughout life [6–8]. 
Phosphoric acid is involved in the synthesis of 
kinases responsible for the normal course of 
chemical reactions in cells, fat metabolism, as well 
as the synthesis and breakdown of starch and 
glycogen [9–11]. In the absence of phosphoric 
acid, fermentation and respiration – both of which 
are vital for all living things – are inhibited [12, 13]. 

For the effective hydrolysis of phytates, 
phytases are used to catalyse the cleavage of 

phytate complexes to residues of myo-inositol and 
phosphoric acid, the latter representing a conve-
nient source of phosphorus. The use of phytases 
is important for increasing the availability of phos-
phorus from phytates in compound feeds for farm 
animals [14, 15]. This is also important from the 
point of view of preserving the environment, since 
it allows the release of undigested phosphorus 
into the environment to be reduced. 

The importance of phosphorus and other  
elements associated with phytates poses a chal-
lenge for biotechnologists to find new sources of 
phytate-hydrolysing enzymes to increase the bio-
logical value of plant materials. 

The aim of the study was to investigate the 
ability of Aspergillus niger L-4 to hydrolyse extra-
cellular phytase, as well as to inform the selection 
of optimal cultivation conditions for Aspergillus 
niger micromycete for highly productive phytase 
biosynthesis.  

 
EXPERIMENTAL PART 
The object of the study are native solutions 

obtained by culturing A. niger L-4 micromycetic 
acid-forming agent on various carbohydrate-
containing media. The strain of micromycete, a 
producer of citric acid, was previously selected at 
the All-Russian Scientific Research Institute of 
Food Additives for the fermentation of molasses. 
For the study, crystalline sugar (STATE STAND-

https://doi.org/10.21285/2227-2925-2020-10-2-232-239
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ARD 33222-2015) and a corn starch hydrolysate 
with DE = 21 ± 1% (STATE STANDARD 32159-
2013) were used as a carbohydrate source. The 
source of nitrogen was ammonium nitrate (STATE 
STANDARD 22867-77), the source of phosphorus 
was potassium phosphate monosubstituted 
(STATE STANDARD 4198-75). 

The composition of the fermentation medium, 
g/dm

3
: carbohydrate substrate (conversion to glu-

cose) – 150; ammonium nitrate (NH4NO3) – 2.5; 
magnesium sulphate seven-water (MgSO4·7H2O) 
– 0.25; potassium phosphate monosubstituted 
(KH2PO4) – 0.16; pH 6.5 [16]. 

The process was carried out at a temperature 
of: 

– at the stage of inoculum mycelium produc-
tion – (36±1) ºС for sugar-mineral medium,  
(32±1) ºС – for hydrolysis of starch; 

– at the fermentation stage – from (29±1) °C 
to (34±1) ºС for the sugar-mineral medium and 
starch hydrolysate. 

The duration of the process was 120 hours. 
The ages of inoculum mycelium were 24,  

36, and 48 hours. The amount of inoculum myce-
lium to the volume of the initial nutrient medium 
was 15 %. 

Phytase activity (PhA) was evaluated by the 

colorimetric method according to GOST (RF state 
standard) 31487-2012. The acid content was de-
termined by titration. The protein content was de-
termined according to the Lowry method. The bi-
omass content with a residual moisture content of 
10 % was determined by drying at a temperature 
of 105±5 °C for 24 hours. 

The experimental data were processed using 
mathematical statistics methods and Excel XP 
programs. 

 
RESULTS 
Productive biosynthesis of target metabolites 

is affected by conditions such as age and amount 
of seed mycelium, fermentation temperature. 

Previous studies have shown that the pro-
ductive biosynthesis of amylolytic enzymes by  
A. niger micromycetic acid-forming strains is 
achieved using seed mycelium in an amount of  
15 % of the volume of the nutrient medium having 
ages of 24–36 h at a fermentation temperature of 
32±1 °C regardless of the carbohydrate source 
[17, 18]. 

Figure 1 show the dynamics of changes in 
extracellular PhA for inoculum mycelium at ages 
of 24 hours, 36 hours and 48 hours. 

 
 

  
a b 

 
 

c 
 

Fig. 1. Dependence of extracellular phytase activity during the cultivation of the strain  
A. niger L-4 on sucrose-mineral medium. 

Seed mycelium: a – 48 hours; b – 36 hours; c – 48 hours 
 

Рис. 1. Зависимость экстрацеллюлярной фитазной активности от времени культивирования штамма  
A. niger Л-4 на сахарозоминеральной среде. 

Возраст посевного мицелия, ч: а – 24; b – 36; c – 48 
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Increased extracellular phytase activity de-
tected at temperatures 32 ºС and 34 ºС. Regard-
less of the age of the seed mycelium at a tempe-
rature of 29 ºС, the extracellular phytase activity 
was low. The level of PhA for seed mycelium at 
the age of 24 and 36 hours at a given temperature 
differed from the level of PhA at temperatures of 
32 ºС and 34 ºС by more than 1.5 times. Phytase 
activity was observed to increase within 3 days, 
followed by a slowdown in activity growth. This 

phenomenon was noticeable for both 24-hour and 
36- and 48-hour seed mycelium at all studied fer-
mentation temperatures of the sugar-mineral me-
dium. It is possible that phytase biosynthesis is 
inhibited due to an increase in the accumulation of 
acid in the culture fluid by the end of the process. 

Table 1 shows the experimental data ob-
tained at the final stage of the fermentation pro-
cess (120 h). 

Table 1 
Results of fermentation of the sucrose-mineral medium 

(native solution, end of the process 120 h) 
Таблица 1 

Результаты по ферментации сахарозоминеральной среды 
(нативный раствор, конец процесса,120 ч) 

 

Cultivation conditions Main characteristics 

The age of seed 
mycelium, h 

Temperature, 
ºС 

Protein  
content, mg/cm

3
 

The amount  
of synthesised acid, g 

Phytase activity 

u/cm
3
 u/mg protein 

24 

29 3.8±0.1 5.8±0.1 8.1±0.1 2.1±0.1 

32 3.5±0.1 6.1±0.1 17.3±0.1 4.9±0.1 

34 3.3±0.2 5.3±0.1 18.8±0.1 5.7±0.2 

36 

29 2.1±0.1 5.9±0.1 10.1±0.1 4.8±0.1 

32 2.2±0.1 6.3±0.1 20.8±0.1 9.5±0.1 

34 2.1±0.1 5.4±0.1 21.5±0.1 10.2±0.2 

48 

29 2.0±0.1 6.1±0.1 13.3±0.1 6.7±0.2 

32 1.8±0.2 6.5±0.1 24.9±0.1 13.8±0.2 

34 1.1±0.1 5.6±0.1 25.8±0.1 23.4±0.1 
 

 
 

  
a b 

 
 

c 
 

Fig. 2. Dynamics of changes in extracellular phytase activity during  
cultivation of the A. niger L-4 strain on a starch hydrolysate with DE=21±1 %. 

The age of the seed mycelium: a– 24 hours; b – 36 24 hours; c – 48 hours 
 

Рис. 2. Динамика изменения внеклеточной фитазной активности  
при культивировании продуцента лимонной кислоты – штамма A. niger Л-4 на гидролизате крахмала  

с ДЕ = 21±1 %. Возраст посевного мицелия, ч: а – 24; b – 36; с – 48 
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Table 2 
Fermentation results of corn starch hydrolysate with DE = 21±1%  

(native solution, end of process, 120 h) 
Таблица 2 

Результаты по ферментации гидролизата кукурузного крахмала с ДЕ = 21±1 %  
(нативный раствор, конец процесса,120 ч) 

 

Name of substrate 
Enzymatic activity, 

u/cm
3
 

рН 
Amount of synthesised 

acid, g 
Protein content, 

mg / cm
3
 

Starch Hydrolysate 17.3±0.2 1.6 6.8±0.1 0.8±0.1 

Crystalline sugar 
(sucrose mineral medium) 

25.8±0.1 1.9 5.6±0.1 1.1±0.1 

 
The research results showed that the maxi-

mum level of extracellular PhA is achieved using a 
48-hour seed mycelium at a process temperature 
of 34 ºС. The specific PhA (23.4±0.1 u/mg protein) 
exceeded that for the process proceeding at a 
temperature of 32 ºС by 1.5–1.7 times. 

Figure 2 show the dynamics of changes in 
PhA during cultivation of A. niger L-4 micromycete 
on a corn starch hydrolysate with DE=20.9±0.5 %. 

The results of the studies showed that the 
phytase activity taking place during the fermenta-
tion of starch hydrolysate with DE=20.9±0.5 %, as 
well as during fermentation of the sugar-mineral 
medium, increased throughout the process, be-
coming most prominent at a process temperature 
of 34 ºС with the use of seed mycelium having an 
age of 48 hours 

The protein concentration at the end of the 
fermentation process of both the sucrose mineral 
medium and the starch hydrolysate decreased, 
which may be due to the synthesis of proteinases, 
as was revealed in other works [19]. The protein 
content during the fermentation of starch hydroly-
sate and of the sucrose-mineral medium was at 
the same level (Table 2). 

A comparative analysis of the data showed 
that, in order to increase the productivity of 
phytase biosynthesis, a higher content of low mo-
lecular weight sugars is necessary. The studied 
starch hydrolysate contains glucose in an amount 
of 3±1 %, maltose 20±1 % and dextrins 77±1 % in 

the total amount of carbohydrates. When cultiva-
ting an Aspergillus strain, maltose and dextrins 
are hydrolysed by their own amylolytic enzymes 
into glucose, which is involved in the process of 
acid formation. Sucrose-mineral medium contains 
only sucrose, which in the process of fermenta-
tion, under the influence of its own enzymes, hy-
drolyses to glucose and fructose. It is of interest to 
study the process of phytase biosynthesis during 
the fermentation of a corn starch hydrolysate with 
a deeper degree of hydrolysis. 

Taking a comparative approach, the authors 
of [20] established the following parameters for 
productive phytase biosynthesis by means of A. 
niger micromycete-acid former: carbon source – 
sucrose (1.0 %); nitrogen source – ammonium 
nitrate (0.5 %); temperature – 30 ºС; pH = 5.5. 

 
CONCLUSION 
The Aspergillus niger L-4 micromycete strain 

shows a high extracellular phytate hydrolysis ac-
tivity. The above results allow us to conclude that 
the sucrose-mineral medium is an advantageous 
medium for productive phytase biosynthesis using 
A. niger L-4. To increase phytase activity, it is 
necessary to conduct studies to optimise cultiva-
tion parameters: concentration of carbohydrate 
and nitrogen-containing sources, macro- and  
microelements, pH and temperature, oxygen con-
centration, etc. 
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Резюме: Применение биологически активных веществ – один из путей повышения урожайности и 
устойчивости сельскохозяйственных растений, который активно развивается в последние годы. 
Преимуществами природных веществ являются их экологическая безопасность, многофункцио-
нальность действия, в том числе способность снижать разнообразные стрессовые воздействия 
окружающей среды на растения, что определяет перспективность их использования в современ-
ных агротехнологиях. Одним из источников получения биологически активных веществ являются 
хвойные деревья, что оправдано как с экономической, так и с экологической точки зрения. Важной 
задачей является поиск новых соединений из хвойных, обладающих рострегулирующей и стресс-
защищающей активностью в отношении растений. Для решения данной задачи на модели, исполь-
зующей в качестве показателя рост корней и листовой розетки арабидопсиса, была протестиро-
вана ростмодулирующая и антистрессовая биологическая активность восьми экстрактов, содер-
жащих малополярные соединения из хвои и ветвей трех видов сосны (род Pinus). Полученные дан-
ные подтвердили возможность применения используемой растительной модели для выявления 
биологической активности экстрактов малополярных метаболитов. Показано подавление роста 
главного корня, боковых корней и листовых розеток арабидопсиса экстрактами и фракциями мало-
полярных веществ хвойных рода Pinus. Наибольшую подавляющую рост главного корня активность 
продемонстрировал гексановый экстракт хвои P. koraiensis (НИОХ-28/1), нейтральные вещества 
гексанового экстракта хвои P. sibirica (НИОХ-32/1) подавляли рост не только главного корня, но и 
придаточных корней. Показанное аллелопатическое подавление роста корней и листовых розеток 
арабидопсиса экстрактами и фракциями малополярных веществ рода Pinus ставит задачу даль-
нейшего изучения наиболее активных экстрактов для возможного использования их в качестве 
гербицидов. Установлено отсутствие положительного влияния исследованных экстрактов на 
устойчивость роста корня арабидопсиса к тепловому шоку.  
 

Ключевые слова: хвойные рода Pinus, биологическая активность, стресс-устойчивость, 
гербициды природного происхождения, арабидопсис 
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Abstract: In recent years, research interest in the application of biologically active substances as a means of 
increasing the yield and stability of agricultural plants has been increasing. The main advantages of natural 
substances, which determines the prospects of their application in contemporary agricultural technologies, are 
seen in terms of their environmental safety and multifunctionality of action, including the ability to reduce vari-
ous environmental stresses on plants. For both economic and ecological reasons, one of the main sources of 
biologically active substances consists of coniferous trees. Thus, an important task is presented in the search 
for new compounds from coniferous trees having growth-regulating and stress-protective properties as applied 
to various plants of commercial interest. In order to solve this problem, the growth-modulating and anti-stress 
biological activity of eight extracts containing compounds from needles and branches of three low-polar pine 
species (Pinus gen.) was tested using a model based on the Arabidopsis (thale cress) root and leaf rosette 
growth indicator. The obtained data confirmed the possibility of using the studied plant model for identifying 
the biological activity of low-polar metabolite extracts. Growth inhibition of the Arabidopsis main root, lateral 
roots and leaf rosettes by extracts and fractions of low-polar substances of the Pinus coniferous trees was 
demonstrated. The most significant growth inhibition of the main root was characteristic of the P. koraiensis 
(NIOC-28/1) needle hexane extract, while the neutral substances of the P. sibirica (NIOC-32/1) needle hexane 
extract suppressed the growth of both the main and accessory roots. The demonstrated allelopathic growth 
inhibition for Arabidopsis roots and leaf rosettes caused by extracts and fractions of low-polar substances of 
the Pinus coniferous trees shows the relevance of further study into the most active extracts for their possible 
application as herbicides. The absence of a positive effect for the studied extracts on the growth stability of the 
Arabidopsis root to heat shock was established. 
 

Keywords: Pinus coniferous trees, biological activity, stress resistance, herbicides of natural origin, 
Arabidopsis 
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ВВЕДЕНИЕ 
Современные сорта сельскохозяйственных 

растений по ряду ключевых параметров достиг-
ли границ природной генетической изменчи-
вости, и дальнейшее значительное увеличение 
их продуктивности и стрессоустойчивости с по-
мощью традиционных подходов крайне сложно. 
Так, применение пестицидов в сельском хо-
зяйстве неизбежно приводит к их накоплению в 

почве, посредством подземных вод происходит 
их распространение на обширные территории, 
попадание в реки, озера, что угрожает не 
только всей водной биоте, но и здоровью 
человека [1]. Использование биостимуляторов 
различной природы рассматривается как 
перспективный путь устойчивого развития, 
позволяющий увеличивать урожаи без вред-
ного влияния на окружающую среду [2–6]. 
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Преимуществами природных стимуляторов 
роста растений являются их экологическая 
безопасность, многофункциональность дейст-
вия, в том числе способность снижать разнооб-
разные стрессовые воздействия окружающей 
среды на растения, что определяет перспек-
тивность их использования в современных 
агротехнологиях. В органическом земледелии 
они успешно заменяют синтетические пести-
циды и агрохимикаты, а достигаемое при их 
применении увеличение урожайности растений 
в значительной степени компенсирует потери 
от комплекса вредных организмов [7]. Полу-
чение различных биологически активных ве-
ществ (БАВ) из хвойных является экономически 
перспективным, поскольку хвойные деревья 
имеют очень высокую распространенность и 
широко используются в лесозаготовке и лесо-
переработке. Важным аргументом в пользу 
получения БАВ из хвойных также является 
экологичность такого решения, поскольку в про-
цессе лесозаготовки образуется много неис-
пользуемых отходов (хвоя, кора, ветки, опилки, 
щепа). Ранее более подробно о биопрепаратах 
из хвойных пород было написано в обзоре [8]. В 
качестве примера успешного применения БАВ 
из хвойных можно привести ряд препаратов, 
разработанных на основе суммы тритер-
пеновых кислот, выделяемых из пихты сибир-
ской (Abies sibirica Ledeb.), – «Силк», «Биосил», 
«Новосил», которые проявляют рострегу-
лирующую активность [9]. Использование этих 
препаратов повышает устойчивость растений к 
различным заболеваниям, при этом повышает-
ся активность генов стрессоустойчивости. Так, 
показано, что препарат «Новосил» в небольших 
дозах (0,3 мл/л) повышает стрессоустойчивость 
растений картофеля (на примере изменения ак-
тивности пероксидазы) и в высокой концент-
рации подавляет рост возбудителя кольцевой 
гнили картофеля. Хозяйственно ценным ре-
зультатом действия препарата в этих экспе-
риментах стало увеличение урожайности карто-
феля [10]. В других экспериментах выявлена 
высокая ростостимулирующая активность гек-
сановых экстрактов коры сосны обыкновенной 
(Pinus sylvestris) при укоренении черенков 
фасоли. Прибавки общей биомассы корней к 
контролю составляли от 143 до 186 % [11]. 

Важной задачей является поиск новых 
соединений из хвойных, обладающих рост-
регулирующей и стресс-защищающей актив-
ностью в отношении растений. В рамках реше-
ния данной задачи на живой модели, исполь-
зующей в качестве показателя биологической 
активности рост корней и розеток арабидоп-
сиса, протестировали ростмодулирующую и ан-
тистрессовую биологическую активность вось-
ми экстрактов, содержащих малополярные сое-
динения из хвои и ветвей трех видов рода Pi-

nus, при концентрации 510
-4 

%. Более высокую 

концентрацию веществ (510
-3 

%) протести-
ровали в предварительных экспериментах, где 
было обнаружено, что действие экстрактов 
прекращало рост корней. При этом исполь-
зованный в качестве эмульгатора Tween 80 
также вызывал торможение роста главного 
корня на 70–80 % (данные не представлены). 
Поскольку длина корня в проведенных 
экспериментах являлась одним из основных по-
казателей величины биологической активности 
экстрактов, использовать такую концентрацию 
для работы было невозможно. Поэтому для 
описанных ниже экспериментов выбрали кон-

центрацию 510
-4 

% как наиболее высокую из 
приемлемых для проведения исследований.  

Во всем мире тепловой стресс является 
одной из главных проблем для сельского 
хозяйства. Как сезонные, так и суточные коле-
бания температуры могут привести к снижению 
урожайности культурных растений [12, 13]. С 
другой стороны, высокая температура является 
удобным, простым и универсальным стрес-
сором, который индуцирует множество систем 
защиты растений и индуцирует кросс-толе-
рантность к другим абиотическим стрессам [14], 
а термотолерантность может использоваться в 
качестве индикатора общей устойчивости рас-
тений. Поэтому в качестве стрессового агента  
в данном исследовании выбрали тепловую 
обработку проростков арабидопсиса. Таким 
образом, цель настоящей работы состояла в 
исследовании биологической активности вось-
ми экстрактов из хвои и ветвей трех видов рода 
Pinus, содержащих малополярные соединения, 
и их влияния на проростки арабидопсиса в 
обычных условиях и при повреждающем теп-
ловом воздействии. 

 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
В работе использовали семена Arabidopsis 

thaliana (Columbia). Семена стерилизовали и 
помещали в каждую секцию четырех-секцион-
ной чашки Петри по 4 шт. на твердую пита-
тельную среду ½ Мурасиге – Скуга, со-
держащую 0,7 % фитогеля и 2 % сахарозы.  
В секцию с контролем ничего не добавляли.  
В остальные секции добавляли в разведении 
1:10000 Tween 80 и различные БАВ (таблица).  

Чашки с семенами подвергали стратифи-
кации в течение 3 дней в темноте при темпера-
туре 4 °С. Затем семена проращивались в кли-
матической камере Binder KBWF 720 в усло-
виях 50–70 % относительной влажности при 
температуре 22 °С и 16-часовом световом дне в 
течение 2–3-х суток. 

4-дневные проростки A. thaliana подвер-
гали тепловому шоку при 45 °С в климатичес-
кой камере Binder KBW 720 в течение ча- 
са. Процедура теплового воздействия подбира- 
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Название и характеристика экстрактов малополярных веществ 
из частей исследуемых хвойных рода Pinus 

Name and characteristics of extracts of low-polar substances from parts 
of the studied conifers of the genus Pinus 

 

 

лась таким образом, чтобы растения получили 
существенную  задержку  роста,  но не погибли 
совсем. Длина корней оценивалась на 5-е сутки 
после теплового воздействия с помощью про-
граммы ImageJ со сканированных изображений. 

Для получения экстрактов и их фракций в 
работе использовали следующий растительный 
материал. Охвоенные ветви кедра корейского 
(Pinus koraiensis Siebold & Zucc.) собраны 
14.04.2017 г. в окрестностях г. Владивосток 
(Приморский край, Россия), идентифицированы 
к.б.н. Л.М. Пшенниковой (Ботанический сад-ин-
ститут Дальневосточного отделения РАН,  
г. Владивосток). Охвоенные ветви кедра сибир-
ского (P. sibirica Du Tour) собраны 08.06.2016 г. 
в окрестностях c. Иогач (Республика Алтай, 
Россия), идентифицированы к.б.н. E.A. Королюк 
(Центральный сибирский ботанический сад Си-
бирского отделения РАН, г. Новосибирск – 
ЦСБС СО РАН). Охвоенные ветви кедрового 
стланика (P. pumila (Pall.) Regel собраны 
10.04.2017 г. в окрестностях с. Оротук (Мага-
данская обл., Россия), идентифицированы 
к.б.н. E.A. Королюк (ЦСБС СО РАН).  

Охвоенные побеги были высушены при 
комнатной температуре в течение 5–7 дней  
до постоянного веса и разделены на хвою  
и обесхвоенные побеги. Высушенный расти-
тельный материал измельчали на части разме-
ром 10–15 мм и последовательно экстрагиро-
вали гексаном и метил-трет-бутиловым эфи-
ром (МТБЭ) в аппарате Сокслета в течение  
24 ч. Экстракты концентрировали в вакууме, 
гексановые экстракты разбавляли МТБЭ. Об-
рабатывая полученные растворы 1 %-м водным 
раствором NaOH, разделяли их на фракции 
свободных кислот (К) и нейтральных веществ 
(Н) [15].  

Экстракты хвои и обесхвоенных побе- 
гов представляют собой сложные по составу 
смеси веществ различной химической природы, 
которые невозможно напрямую анализировать 
методом газовой хромато-масс-спектрометрии 

(ГХ-МС). Поэтому фракции Н омыляли кипяче-
нием в 5 %-м водно-этанольном растворе KOH 
и разделяли на фракции кислот, образовав-
шихся после омыления связанных кислот (СК) 
и неомыляемых нейтральных веществ (НВ) 
[16]. Фракции кислот (К, СК) превращали в ме-
тиловые эфиры обработкой раствором диазо-
метана в диэтиловом эфире [17]. Подробное 
описание использованных для анализа ГХ-МС 
оборудования и методик приведены в статье 
[18]. Составы фракций К, СК, Н, НВ гексановых 
экстрактов были подобны описанным ранее в 
работах [18] (для P. koraiensis и P. sibirica) и [19] 
(для P. pumila см. данные для сахалинской по-
пуляции). Препаративные формы экстрактов и 
их фракций готовили следующим образом. К 
0,5 массовым частям экстракта или фракции 
экстракта добавляли 0,5 массовых частей 
эмульгатора Tween 80. Смесь перемешивали 
до образования однородной массы при нагре-
вании до 40–70 °С. Затем добавляли по каплям 
при перемешивании 99 массовых частей авто-
клавированной воды при 40–50 °С с охлажде-
нием до комнатной температуры. Смесь пере-
мешивали до образования гомогенной эмуль-
сии. Аналогично получены 0,5 % эмульсии 
экстрактов или их фракций (см. таблицу). 

Все биологические эксперименты повто-
ряли минимум четыре раза. Полученные дан-
ные проанализированы статистически, т.е. 
определены средние арифметические и стан-
дартные ошибки. Для сравнения контрольного 
образца с каждым из полученных экстрактов 
использовался критерий Стьюдента.  

 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Обработка проростков арабидопсиса все-

ми исследуемыми экстрактами при нормальной 
температуре инкубации приводила к подавле-
нию роста главного корня по отношению к кон-
тролю (рис. 1, a).  

При тепловой обработке различий в длине 
корня у контрольных проростков и проростков, 

Экстракт Описание 

 НИОХ16/1 
 Экстракт хвои P. pumila метил-трет-бутиловым эфиром (эфирный экстракт)  
 после экстракции гексаном. 

 НИОХ22/1  Гексановый экстракт обесхвоенных ветвей P. pumila 

 НИОХ28/1  Гексановый экстракт хвои P. koraiensis 

 НИОХ29/1  Гексановый экстракт обесхвоенных ветвей P. koraiensis 

 НИОХ31/1  Кислоты гексанового экстракта хвои P. sibirica 

 НИОХ32/1  Нейтральные вещества гексанового экстракта хвои P. sibirica 

 НИОХ35/1  Гексановый экстракт обесхвоенных ветвей P. sibirica 

 НИОХ42/1 
 Гексановый экстракт однолетних вегетативных побегов P. sibirica в фазе появления 

 хвои из чехликов 
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выращенных с добавлением Tween 80 и всех 
исследуемых экстрактов, не наблюдалось  
(рис. 1, b). По нашему мнению, это связано с 
подавлением роста главного корня после теп-
лового шока, что нивелирует тормозящее рост 
действие экстрактов. У проростков, выращен-
ных с добавлением только Tween 80, измене-
ние длины главного корня не наблюдалось как 
при нормальной температуре инкубации, так и 
после тепловой обработки. 

Подавление роста боковых корней при нор-
мальной температуре инкубации наблюдалось у 
проростков, выращенных с добавлением экстрак-
та хвои (НИОХ-16/1) и обесхвоенных ветвей 
(НИОХ-22/1) P. pumila, а также нейтральных ве-
ществ хвои P. sibirica (НИОХ-32/1) (рис. 2, a).  

Кислоты гексанового экстракта (НИОХ-31/1) 
вызывали хотя и небольшое, но значимое увели-
чение суммарной длины боковых корней. 
Остальные исследуемые экстракты не приводили 
к какому-либо значимому эффекту. В то же время 
при тепловом шоке наблюдалась другая картина: 
экстракт обесхвоенных ветвей (НИОХ-22/1)  
P. pumila и экстракт хвои P. koraiensis ( 
НИОХ-28/1) не влияли на рост боковых корней. 
Однако обработка проростков арабидопсиса экс-
трактами НИОХ-16/1, НИОХ-29/1, НИОХ-31/1, 
НИОХ-32/1, НИОХ-35/1 или НИОХ-42/1 сопро-
вождалась подавлением роста боковых корней 
(рис. 2, b). Таким образом, тепловой шок усили-
вал ростингибирующий эффект большинства экс-
трактов либо не оказывал значимого воздей-
ствия. 

 

 
 

a                                                                                        b 
 

Рис. 1. Влияние исследуемых экстрактов на рост главного корня у проростков A. Thaliana  
при обычной температуре (a) и при тепловом шоке 45 °С 1 ч (b):  

16 – НИОХ-16/1; 22 – НИОХ-22/1; 28 – НИОХ-28/1; 29 – НИОХ-29/1; 31 – НИОХ-31/1; 32 – НИОХ-32/1; 35 – НИОХ-35/1;  
42 – НИОХ-42/1. Представлены средние четырех независимых экспериментов ±SE. *p < 0,05  

(парный t-критерий Стьюдента) 
 

Fig. 1. The effect of the studied extracts on the growth of the main root in A. thaliana  
seedlings at the normal temperature (a) and heat shock 45 °С 1 h (b):  

16 – NIOC-16/1; 22 – NIOC-22/1; 28 – NIOC-28/1; 29 – NIOC-29/1; 31 – NIOC-31/1; 32 – NIOC-32/1; 35 – NIOC-35/1;  
42 – NIOC-42/1. The data are the means of four independent experiments ±SE. *p<0,05  

(Student's two-tailed t-test) 
 

 
 

а                                                                                         b 
 

Рис. 2. Влияние исследуемых БАВ на рост боковых корней у проростков A. Thaliana  
при обычной температуре (a) и при тепловом шоке 45 °С 1 ч (b) (обозначения БАВ те же, что и на рис. 1. 

Представлены средние четырех независимых экспериментов ±SE. *p < 0,05 (парный t-критерий Стьюдента)) 
 

Fig. 2. The effect of the studied extracts on the growth of the lateral roots in A. thaliana Seedlings at the normal  
temperature (a) and heat shock 45 °С 1 h (b) (Designations of biologically active substances are the same as in fig. 1. 

The data are the means of four independent experiments ±SE. *p<0,05 (Student's two-tailed t-test)) 
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Выращивание проростков арабидопсиса  
в присутствии исследуемых экстрактов сопро-
вождалось подавлением роста листовой  
розетки при нормальной температуре инкуба-
ции (рис. 3, a). При тепловой обработке подав-
ляющий эффект проявлялся только в присут-
ствии НИОХ-16/1, НИОХ-29/1, либо НИОХ-32/1 
(рис. 3, b). Остальные экстракты не влияли на 
данный параметр, хотя стоит отметить возрас-
тание размаха отклонений от среднего значе-
ния при тепловом шоке. 

Все шире применяемым подходом для по-
вышения урожайности сельскохозяйственных 
растений является использование препаратов, 
полученных биологическим путем. Одним из 
направлений изучения этого вопроса является 
исследование влияния вторичных метаболитов 
одних растений на другие растения, так назы-
ваемого аллелопатического эффекта [20, 21]. 
Экстракты, полученные из растений, могут как 
активировать рост культурных растений, так и 
подавлять рост сорняков. Например, авторами 
работы [22] показано, что водный экстракт, по-
лученный из P. roxburghii, приводил к ингибиро-
ванию роста корня сорняков на 30–50 %. В 
наших экспериментах использование экстрак-
тов хвои и обесхвоенных ветвей представите-
лей рода Pinus приводило к ингибированию 
примерно на 25–55 % роста главного корня 
растений арабидопсиса. При этом для ряда 
экстрактов (НИОХ-16/1, НИОХ-22/1, НИОХ-32/1) 

также наблюдалось подавление роста боковых 
корней. Рост листовых розеток подавляли все 
экстракты (см. рис. 3). Опубликован ряд работ, 
посвященных изучению аллелопатического 
эффекта экстрактов сосен на другие растения 
[18, 23, 24]. Дитерпеновые и другие кислоты, 
содержащиеся в растениях семейства Pina-
ceae, являются известными аллелопатиче-
скими агентами. Так, бензойная кислота и дру-
гие гидроксикислоты, находящиеся в хвое со-
сен разных видов, например, P. pumila и  
P. koraiensis, и извлекаемые неполярными и 
малополярными экстрагентами (углеводорода-
ми, простыми эфирами), вместе с липофиль-
ными метаболитами [15, 18] эффективно инги-
бировали прорастание семян и рост побегов 
многих других растений в нижнем ярусе сосно-
вых лесов [25]. Присутствующая в хвое P. den-
siflora 9α,13β-эпидиоксиабиет-8(14)-ен-18-овая 
кислота подавляла рост корней и побегов 
кресс-салата и проростков Echinochloa crus-galli 
в концентрациях более 0,1 мМ [26]. Следует от-
метить, что аллелопатический потенциал дре-
весных растений все еще слабо изучен, хотя 
ему уделяется в последнее время все большее 
внимание [27–29]. В связи с этим любая допол-
нительная информация об активности или от-
сутствии действия экстрактов из древесных по-
род на растения очень важна для исследова-
ний в этом направлении. 

 

 
 

а                                                                        b 
 

Рис. 3. Влияние исследуемых веществ на рост розеток у проростков A. thaliana при обычной температуре (a)  
и при тепловом шоке 45 °С 1 ч (b). Обозначения БАВ те же, что на рис.1. Представлены средние четырех  

независимых экспериментов ±SE. *p<0,05 (парный t-критерий Стьюдента) 
 

Fig. 3. The effect of the studied extracts on the growth of rossettes in A. thaliana seedlings at the normal temperature (a)  
and heat shock 45 °С 1 h (b). Designations of biologically active substances are the same as in fig. 1.  

The data are the means of four independent experiments ±SE. *p<0,05 (Student's two-tailed t-test) 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Таким образом, в результате проведенных 

исследований установлено, что наибольшую 
подавляющую рост главного корня активность 
продемонстрировал гексановый экстракт хвои 
P. koraiensis (НИОХ-28/1), нейтральные веще-
ства гексанового экстракта хвои P. sibirica 

(НИОХ-32/1) подавляли рост не только глав-
ного корня, но и придаточных корней. Показан-
ное аллелопатическое подавление роста кор-
ней и листовых розеток арабидопсиса экстрак-
тами и фракциями малополярных веществ 
рода Pinus ставит задачу дальнейшего изуче-
ния наиболее активных экстрактов НИОХ-16/1, 
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НИОХ-22/1, НИОХ-28/1 и НИОХ-32/1 для воз-
можного использования их в качестве гербици-
дов. Действие экстрактов не предотвращало 

ингибирующий эффект стрессового темпера-
турного воздействия, а, напротив, усиливало 
его почти у всех исследованных экстрактов. 
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Резюме: Целью настоящей работы являлась оценка влияния ферментных препаратов, применяе-
мых в виноделии, на концентрацию ароматобразующих компонентов. Установлено, что примене-
ние таких ферментных препаратов, как тренолин руж, тренолин рот, лаффаза 60, лаффазим 
экстракт и экстразим терруар, вызывает изменение концентраций альдегидов, эфиров, высших 
спиртов, кетонов, кислот, терпеновых соединений в сравнении с контрольным вариантом вина, 
произведенным по классической технологии. Наибольшее количество ацетальдегида и кетонов 
выявлено в вариантах столовых вин, полученных с применением ферментных препаратов лафа-
зим экстракт, лаффаза 60 и экстразим терруар. Внесение в виноградную мезгу ферментных пре-
паратов способствовало расщеплению комплекса норизопреноидов с углеводами с высвобождени-
ем ионона и проявлению в аромате и вкусе вина тонов фиалки и даже розы (лаффаза 60, экстра-
зим терруар, лафазим эАкстракт). В исследуемых образцах Каберне-Совиньон выявлено наличие 
различных терпеновых соединений, обусловливающих формирование в вине различных цветочных 
(сирени, липы, акации, жасмина) и цитрусовых оттенков. Применение ферментных препаратов, 
прежде всего лаффазы, экстразима терруар, привело к увеличению массовой концентрации тер-
пеновых соединений в сравнении с традиционной технологией, особенно линолоола, гераниола, 
нерола, лимонена, ά-терпинолена и 3-окси-β-дамаскона. Массовая концентрация высших спиртов 
не претерпевала существенных изменений, а метанола – снижалась. Отмечено заметное увели-
чение концентрации β-фенилэтанола, фенолокислот (особенно галловой и ванилиновой), а также 
этиловых эфиров капроновой, каприловой, миристиновой, линолевой, стеариновой, пеларгоновой 
кислот. Ферментные препараты, особенно лафазим экстракт, лаффаза 60 и экстразим терруар, 
рекомендованы в технологии производства красных столовых вин с целью улучшения их аромата.  
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Abstract: The present study was focused at the effect of enzyme preparations applied in winemaking on the 
concentration of aroma-forming components. In this study, the application of enzyme preparations – includ-
ing trenolin rouge, trenolin rote, laffasa 60, lafazyme extract and extrazyme terroir – was shown to cause a 
change in the concentration of aldehydes, esters, higher alcohols, ketones, acids and terpene compounds in 
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comparison with a control sample of wine produced by classic technology. The greatest amount of acetalde-
hyde and ketones was detected in table wines produced using enzyme preparations of lafazyme extract, laf-
fasa 60 and extrazyme terroir. The introduction of enzyme preparations into the grape pulp contributed to the 
decomposition of the norizoprenoid and carbohydrate complex with the release of ionone and the appear-
ance of violet and rose tones in the aroma and taste of wine (laffasa 60, extrazyme terroir, lafazyme extract). 
In the studied Cabernet-Sauvignon samples, the presence of various terpene compounds causing the for-
mation of various flower (lilac, linden, acacia, jasmine) and citrus shades in wine was demonstrated. The 
application of enzyme preparations – in particular, laffasa and extrazyme terroir – resulted in an increase in 
the mass concentration of terpene compounds in comparison with the traditional technology, especially for 
linalool, geraniol, nerol, limonene, α-terpinolene and 3-hydroxy-β-damascone. No significant changes were 
observed in the mass concentration of higher alcohols against the background of decreased methanol con-
centration. A marked increase in the concentration of β-phenylethanol, phenolic acids (especially gallic and 
vanillic), as well as ethyl esters of caproic, caprylic, myristic, linoleic, stearic and pelargonic acids, was noted. 
Therefore, enzyme preparations – especially lafazyme extract, laffasa 60 and extrazyme terroir – are rec-
ommended in the production technology of red table wines in order to improve their aroma. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Производство виноградного вина – слож-

ный биохимический и биотехнологический 
процесс, заключающийся в преобразовании 
сахаров до этилового спирта с помощью раз-
личных ферментных систем винных дрожжей. 
При этом в качестве вторичных продуктов об-
разуется большое количество органических 
соединений, обусловливающих формирование 
качества вина, в том числе его аромат. На про-
тяжении всего технологического процесса про-
изводства вина с различной целью использу-
ются ферментные препараты, позволяющие 
интенсифицировать процесс отделения сусла 
от виноградной ягоды, улучшить качество 
осветления сусла, ускорить сбраживание са-
харов, гидролизовать сложные высокомолеку-
лярные соединения, нарушающие товарный 
вид вина при его хранении [1, 2]. Для этого 
применяются промышленные партии пектпро-
теолитических ферментных препаратов пре-
имущественно импортного производства. Изу-
чению их гидролитической функции относи-
тельно белков, их комплексных соединений с 
полифенолами и полисахаридами посвящено 
большое количество публикаций отечествен-
ных и зарубежных ученых [3; 4; 5, с. 495–523; 
6]. Однако исследованию влияния ферментных 
препаратов на состав ароматобразующих ком-
понентов вина не уделялось достаточного 
внимания. Между тем многие промышленные 
ферментные препараты имеют побочную 
ферментативную активность – действие  
β-глюкозидазы. Этот фермент разрывает связь 
между ароматическими молекулами и сахара-
ми, которые связывают их в комплексы, не об-

ладающие ароматом. Поэтому многие специа-
листы отрасли считают, что применение фер-
ментных препаратов приводит к нарушению 
органолептических достоинств обрабатывае-
мых напитков. В связи с этим исследование 
влияния ферментных препаратов на измене-
ние ароматобразующих компонентов вина 
имеет научное и практическое значение.  

Целью работы являлось исследование 
влияния промышленных ферментных препара-
тов на накопление ароматобразующих компо-
нентов в красных столовых винах. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Для получения красного столового вина в 

мезгу (сусло с твердыми элементами вино-
градной ягоды – косточки, мякоть) красного 
винограда сорта Каберне-Совиньон вносили 
пектолитические ферментные препараты (по-
лучены из Aspergillus niger) высокой степени 
очистки (2 г/100 кг мезги): тренолин руж и тре-
нолин рот (оба производства Ербсле Гайзен-
хайм, Германия), лафазим экстракт (Laffort ce-
nogie, Франция), экстразим терруар (Институт 
энологии Шампани, Франция) и лаффаза 60 
(Лаффорт, Франция). В состав препаратов 
кроме пектиназ входили также протеиназы, 
пектин-трансэлиминаза, полигалактуроназа, 
пектинэстераза, гемицеллюлаза. Ферментиро-
вание мезги проводили в течение 4 ч при тем-
пературе 14–16 

о
С, после чего в мезгу вносили 

дрожжи рода Saccharomyces cerevisiae, раса 
ИОС Терруар (Институт энологии Шампани, 
Франция) в количестве 2 г/100 кг мезги. Броже-
ние проводили при температуре 24–26 

о
С до 

полного выбраживания сахаров, после чего 
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виноматериал отделяли от мезги прессовани-
ем и анализировали состав и концентрации 
ароматобразующих компонентов методом га-
зожидкостной хроматографии (хроматограф 
Agilent Technologies 6890 Network с пламенно-
ионизационным и масселективным детекто-
ром). Для разделения использовали хромато-
графическую кварцевую колонку Zorbax SB-18 
длиной 50 м, внутренним диаметром 0,32 мм, 
неподвижная фаза FFAP; температура термо-

стата колонок – 50 С, изотерма – 7 мин. Затем 
программирование температуры со скоростью 

5 С/мин до 140С и выдержка до конца анали-
за; поток газа-носителя (азот) через колонку – 
1,21 см

3
/мин; объем пробы – 1 мм

3
; расход во-

дорода – 25 см
3
/мин; расход воздуха –  

250 см
3
/мин; время анализа – 60 мин. Для ко-

личественных расчетов содержания компонен-
тов в пробе применяли метод абсолютной ка-
либровки.  

Подготовку проб проводили путем экс-
тракции образцов [7]. Вывод результатов и их 
обработка проведены с помощью компьютер-
ных программ.  

В качестве контроля использовали вино из 
того же сорта винограда, полученное в тех же 
условиях, но без применения ферментных 
препаратов. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Анализ полученных данных показал, что 

применение ферментных препаратов оказало 
существенное влияние на состав ароматобра-
зующего комплекса вина (таблица).   

 
Влияние ферментных препаратов на концентрацию ароматобразующих компонентов вина 

из сорта винограда Каберне-Совиньон 
 

Effect of enzyme preparations on the concentration of aroma-forming components 
of wine from Cabernet Sauvignon 

 

Наименование 

Массовая концентрация ароматических 
компонентов, мг/дм

3
. 

контроль 
тренолин 

руж 
тренолин 

рот 
лафазим 
экстракт 

экстразим 
терруар 

лаффаза 
60 

Альдегиды 

ацетальдегид 45,23 41,81 43,56 47,32 48,04 51,76 
каприновый 3,85 3,67 7,34 7,88 9,27 12,42 
фурфурол 12,3 0,17 нет нет нет нет 
бензальдегид 0,034 нет 0,012 0,082 0,108 0,102 

Кетоны 

ацетоин 3,45 2,12 3,25 2,95 2,83 2,75 
ионон 0,045 0,073 0,165 0,258 0,306 0,312 
диацетил 2,32 1,12 1,86 3,46 4,05 2,53 

Ацетали: 

этилацеталь 1,39 0,56 1,38 1,48 1,50 1,47 
гексаналь 0,024 0,065 0,23 0,18 0,26 0,22 
нонаналь 0,021 0,034 0,042 0,031 0,038 0,053 

Сложные эфиры 

этилформиат 0,35 0,28 0,51 0,44 0,55 0,44 
этилацетат 41,5 36,8 40,1 34,2 39, 5 34,2 
этилвалериат 0,05 нет 0,09 0,06 0,09 0,07 
изоамилацетат 1,65 1,65 1,97 1,87 1,98 1,67 
метилкаприлат 0,30 0,15 0,24 0,15 0,14 0,25 
этиллактат 1,25 1,12 1,32 1,28 1,44 1,23 
этилкапринат 1,12 0,64 2,34 1,87 2,56 1,77 
этилкаприлат 0,67 0,58 2,31 3,68 3,34 2,88 
этиллаурат 0,073 0,085 0,135 0,138 0,135 0,137 
этилмиристат 0,012 нет 0,022 0,047 0,044 0,043 
этиллиналоат нет нет 0,012 0,016 0,015 0,017 
этилстеарат нет нет 0,007 0,012 0,023 0,015 
этилпеларгонат 0,008 нет 0,010 0,018 0,022 0,023 
этилфенилацетат 0,051 0,068 0,084 0,046 0,040 0,037 
этилванилат 1,02 3,08 4,43 4,34 4,67 4,15 
этилгексаноат нет 0,004 0,008 0,006 0,006 0,008 
диэтилмалат 1,25 2,34 3,00 1,67 1,85 1,74 
триэтилцитрат 0,102 0,112 0,120 0,065 0,056 0,087 
диэтилсукцинат 6,82 4,52 6,63 7,22 9,46 7,34 



Агеева Н.М., Тихонова А.Н., Бирюков А.П. Влияние ферментных препаратов … 
Ageeva N.M., Tichonova A.N., Biryukov A.P. Effect of enzyme preparations … 

 

 

254 
 

ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 
 

  
 

фенилацетат 0,24 0,18 0,28 0,21 0,32 0,31 
фенилэтилкапронат 0,075 0,054 0,102 0,058 0,082 0,078 

Метанол 

метанол 44,53 35,72 43,17 38,85 35,54 38,32 

Высшие спирты 

1-пропанол 35,23 26,35 24,92 20,54 21,27 22,61 
1-бутанол 0,74 0,57 0,63 0,52 0,45 0,56 
1-амилол 0,42 0,36 0,39 0,37 0,35 0,35 
1-гексанол 4,35 3,65 5,02 4,93 5,30 5,41 
изобутанол 60,55 48,58 55,5 52,62 56,66 54,14 
изоамиловый 232,5 225,8 198,5 182,8 175,7 178,4 
2-метилокси-фенол 
(гваякол) 

3,64 2,18 3,04 3,45 3,34 3,22 

β-фенилэтанол 43,2 38,6 52,5 46,4 55,7 53,8 
бензиловый 0,52 0,36 0,42 0,51 0,52 0,53 
тирозол 6,26 6,35 7,58 11,43 8,67 8,38 

Кислоты 

пропионовая 0,23 0,14 0,12 0,11 0,08 0,08 
изомасляная 1,52 1,34 1,41 1,39 1,38 1,29 
масляная 0,45 0,36 0,41 0,37 0,38 0,35 
изовалериановая 1,42 1,26 1,45 1,35 1,35 1,27 
валериановая 1,36 1,27 1,28 1,26 1,23 1,24 
галловая 15,54 27,31 36,44 30,81 37,27 34,45 
сиреневая 23,61 42,43 46,85 38,43 45,96 38,20 
ванилиновая 4,82 12,6 18,42 24,21 19,65 18,74 
оксикоричная 0,38 0,62 2,24 1,56 1,48 1,32 

Терпеновые соединения 

линолоол 2,12 2,64 3,86 2,86 3,61 3,15 
линалилацетат 0,010 0,008 0,012 0,007 0,010 0,008 
гераниол 0,11 0,34 0,41 0,33 0,47 0,44 
нерол 0, 042 0, 088 0, 088 0, 076 0,082 0,075 
фарнезол 0,104 0,128 0,123 0,106 0,110 0,106 
β-цитронелол 0,006 0,013 0,016 0,003 0,006 0,008 
терпениол 0,16 0,34 0,42 0,23 0,28 0,25 
лимонен 0,003 0,015 0,018 0,021 0,016 0,021 
ά-терпинолен нет 0,006 0,008 0,011 0,017 0,015 
3-окси-β-дамаскон 0,012 0,031 0,056 0,018 0,018 0,021 

 
Альдегиды вина – это вторичные продукты 

спиртового брожения. Среди идентифициро-
ванных альдегидов превалировал ацетальде-
гид, участвующий в окислительных процесса 
при формировании и созревании вина. Со-
гласно данным, представленным в работах  
[1; 8, с. 339; 9], с увеличением концентрации 
ацетальдегида ускоряется окисление антоциа-
нов красных вин, что проявляется в снижении 
интенсивности их окраски. Анализ эксперимен-
тальных данных показал, что большее количе-
ство ацетальдегида выявлено в вариантах 
столовых вин, полученных с применением 
ферментных препаратов лафазим экстракт, 
лаффаза 60 и экстразим терруар. Возможно, 
это связано с присутствием небольших коли-
честв оксидоредуктаз в промышленных парти-
ях ферментных препаратов. Однако незначи-
тельное увеличение количества ацетальдеги-
да в присутствии ферментных препаратов не 
оказало отрицательного влияния на органо-
лептические характеристики вин. 

Существенно разнится концентрация ка-
принового альдегида, участвующего в форми-
ровании разнообразных тонов в зависимости 
от его концентрации в вине – от цитрусовых 
тонов до тонов каленого орешка. Применение 
ферментативного катализа, особенно препа-
ратов лаффаза 60 и экстразим терруар, при-
водит к увеличению концентрации капринового 
альдегида в 2–3 раза в сравнении с контролем. 
Аналогично изменяется и количество бензаль-
дегида, привносящего в вино оттенки горького 
миндаля.  

Присутствие фурфурола (альдегида фу-
ранового ряда) в виноградных столовых винах 
нежелательно, он придает напитку пригорелые 
тона. Основной источник фурфурола в вине – 
пентозы и гексозы. Между тем механизм его 
образования еще недостаточно изучен. Счита-
ется [10, 11], что контакт дрожжей с твердыми 
элементами виноградной ягоды при брожении 
мезги способствует накоплению в вине до  
20–30 мг/дм

3
 фурфурола (контрольный вари-
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ант). Применение ферментных препаратов 
обеспечило практически полное отсутствие 
фурфурола в экспериментальных образцах 
вин.  

Следует отметить существенное увеличе-
ние концентрации ионона в вариантах с фер-
ментными препаратами. Известно [10, 12], что 
предшественниками ионона являются норизо-
преноиды, которые обычно находятся в свя-
занной гликозидной форме с одной или более 
молекулами углеводов, в том числе высокомо-
лекулярных. Ферментных систем винных 
дрожжей достаточно лишь для частичного гид-
ролиза этих связей, поэтому концентрация 
ионона в контрольном варианте невелика, а 
фиалковый тон при дегустации не обнаружи-
вается. Применение ферментных препаратов 
расщепляет указанные комплексы с высво-
бождением ионона и проявлением в аромате и 
вкусе вина тонов фиалки и даже розы (лаффа-
за 60, экстразим терруар, лафазим экстракт). 

Образование и наличие в вине диацетила 
– побочного продукта синтеза валина и ацето-
ина, связывают с жизнедеятельностью винных 
дрожжей [10, 13–15]. Под действием их фер-
ментных систем происходит декарбоксилиро-
вание ацетомолочной кислоты с образованием 
диацетила. Механизм образования ацетоина 
по-прежнему остается неизученным. Прове-
денные исследования показали, что примене-
ние всех исследованных ферментных препа-
ратов приводило к снижению концентрации 
ацетоина. Концентрация диацетила уменьша-
лась при внесении в мезгу препаратов серии 
тренолин. В остальных вариантах применение 
ферментных препаратов привело к увеличе-
нию количества диацетила, участвующего в 
образовании сливочных тонов в армате вина и 
мягкости его вкуса.  

В кислой среде вина ацетали образуются 
при взаимодействии этилового спирта с соот-
ветствующими альдегидами. Основным пред-
ставителем группы ацеталей является этил-
ацеталь, концентрация которого при внесении 
ферментов группы тренолин снижалась. При-
менение остальных ферментных препаратов 
приводило к увеличению концентрации этила-
цеталя. Концентрация гексаналя и нонаналя 
возрастала независимо от наименования 
ферментного препарата  

Предшественниками пряных тонов, в том 
числе паприки, душистого перца, специй, яв-
ляются метоксипиразины – достаточно устой-
чивые с химической точки зрения вещества. Их 
разрушение с образованием указанных арома-
тов протекает под действием ферментов 
дрожжей, но наиболее активно – в случае при-
менения ферментных препаратов, что приво-
дит к увеличению концентрации компонентов, 
особенно эфиров и терпеновых соединений, 

ответственных за формирование тонов спе-
ций, паприки, свежести, сухофруктов, масляно-
цветочных оттенков. 

В исследуемых образцах Каберне-Совиньон 
выявлено наличие различных терпеновых со-
единений, обусловливающих формирование в 
вине цветочных тонов (сирени, липы, акации, 
жасмина) и цитрусовых оттенков. Проведенные 
исследования показали, что при традиционном 
способе производства красного столового вина 
(контрольный вариант) идентифицированы те 
же терпеновые соединения, что и при исполь-
зовании ферментативного катализа. Примене-
ние ферментных препаратов способствовало 
увеличению концентрации большинства эфи-
ров, терпеновых спиртов. Возможно, это свя-
зано с активностью гемицеллюлоз и пектиназ, 
под действием которых протекают гидролити-
ческие процессы, приводящие к высвобожде-
нию и последующему гидролизу связанных 
монотерпенов и гликозидов с образованием 
перечисленных в таблице терпеновых соеди-
нений [1, 10, 13]. Установлено, что применение 
ферментных препаратов, прежде всего лаф-
фазы, экстразима терруар, в целом привело к 
увеличению концентрации терпеновых соеди-
нений в сравнении с традиционной технологи-
ей, особенно линолоола, гераниола, нерола, 
лимонена, ά-тер-пинолена и 3-окси-β-дамаско-
на. Концентрация остальных терпеновых со-
единений не претерпевала существенных из-
менений. Одновременно наблюдалось некото-
рое снижение массовой концентрации высших 
спиртов, что связано с более высокой степе-
нью гидролиза компонентов вина, ответствен-
ных за образование высших спиртов.  

Следует отметить существенное варьиро-
вание концентрации β-фенилэтанола, созда-
ющего неповторимую гамму аромата красных 
столовых вин (нежные цветочные тона, в том 
числе розы, шиповника, цветущей яблони, ли-
пы и тона винограда). Он синтезируется дрож-
жами из β-фенилаланина при брожении вино-
градного сусла, хотя может образовываться и 
другими путями, в частности, в результате гид-
ролиза ряда гликозидов и каротиноидов  
[15, 16]. Возможно, увеличение концентрации  
β-фенилэтанола, а вместе с ним и его эфиров в 
экспериментальных вариантах связано с гидро-
литической активностью ферментных препара-
тов, обеспечивающих гидролиз высокомолеку-
лярных белков до аминокислоты фенилаланин – 
предшественника β-фенилэта-нола.  

Присутствие высших спиртов в красных 
столовых винах придает их вкусу и аромату 
многообразие оттенков – от свежести и травя-
нистости до резкости и сивушных тонов. Кроме 
того, высшие спирты вступают в реакции с 
кислотами, образуя большое количество эфи-
ров. Так, в присутствии алкоголь-ацетил-транс-
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феразы из высших спиртов формируются 
эфиры, имеющие яркие фруктовые, плодовые, 
а также цветочные ароматы. Образование са-
мих высших спиртов в вине связывают с пере-
аминированием или синтезом аминокислот  
[10, 17–19]. Так, предшественниками изобута-
нола и изоамилового спирта являются валин и 
лейцин, пропанол из треонина. Участие пиро-
виноградной кислоты в биосинтезе высших 
спиртов и аминокислот свидетельствует о не-
разрывной связи углеводного и азотистого об-
менов при брожении виноградного сусла. 
Имеются литературные данные, свидетель-
ствующие о том, что повышение количества 
высших спиртов до 300–400 мг/дм

3
 нежела-

тельно для красных столовых сухих вин: имен-
но при этих концентрациях сивушный тон пре-
обладает над другими ароматами [1, 7, 10]. 

Проведенные исследования показали, что 
ферментативный катализ не привел к суще-
ственному снижению концентрации высших 
спиртов. Однако в сравнении с контрольным 
вариантом отмечено увеличение концентрации 
гексанола, фенилэтанола и тирозола, а также 
небольшое уменьшение концентрации изо-

амилола, пропанола, бутанола и амилола. 
Метанол спонтанно образуется в процессе 

энзиматических преобразований пектиновых 
веществ. В связи с этим можно было предпо-
ложить увеличение концентрации метанола в 
экспериментальных вариантах. Однако, напро-
тив, выявлено небольшое снижение его со-
держания. Это позволяет предположить, что 
примененные ферментные препараты способ-
ствуют глубокому гидролизу полисахаридов, 
включая пектины, до олиго- и моносахаров, 
превращения которых в вине не приводят к 
образованию метилового спирта [3, 9]. 

Ароматические фенолокислоты (галловая, 
ванилиновая, сиреневая, оксикоричная и др.) 
представляют особую группу простейших фе-
нольных соединений, сочетающих свойства 
кислот и ароматических соединений [20–22]. 
Ароматические фенолокислоты, извлекаемые 
из твердых частей виноградной грозди, в том 
числе косточек, при брожении мезги придают 
красным винам своеобразный оттенок аромата 
– тона паслена, зеленых томатов, ягод ежеви-
ки, красной и черной смородины. Фермента-
тивный катализ в сравнении с классической 

 

 
Аромограмма красного столового виноматериала Каберне-Совиньон, 
приготовленного с применением различных ферментных препаратов 

 

Aroma of red table wine material Cabernet Sauvignon 
cooked using various enzyme preparations 
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технологией способствовал активации гидро-
литических процессов твердых элементов и 
увеличению концентрации фенолокислот, в 
результате чего органолептическое ощущение 
ароматов при использовании ферментных 
препаратов увеличивается (см. рисунок). 

Необходимо отметить существенное раз-
личие в концентрации эфиров, особенно высо-
комолекулярных жирных кислот, имеющих 
приятный фруктовый запах с оттенками раз-
личных фруктов и ягод. Обычно образование 
таких эфиров связывают с жизнедеятельно-
стью дрожжей в период брожения и протекае-
мых реакций этерификации. При этом важную 
роль играют механизмы синтеза их кислотных 
предшественников, согласно которым прогрес-
сивное удлинение ацильных производных (т.е. 
добавление к молекуле атомов углерода) про-
исходит за счет конденсации молекул с аце-
тилкоферментом А. Согласно полученным 
данным, применение ферментативного ката-
лиза способствует заметному увеличению в 
виноматериале этиловых эфиров капроновой, 
каприловой, миристиновой, линолевой, стеа-
риновой, пеларгоновой кислот. О важной роли 
эфиров этих кислот в сложении органолепти-
ческой характеристики вина свидетельствует 
величина коэффициентов корреляции с дегу-

стационной оценкой, варьирующая от 0,72 до 
0,84. 

Совокупным показателем оценки влияния 
ферментных препаратов на ароматобразую-
щие компоненты вина является органолепти-
ческая характеристика, представленная в виде 
аромограммы (см. рисунок). 

Анализ аромограммы наглядно свиде-
тельствует о том, что применение фермента-
тивного катализа (за исключением препарата 
тренолин руж) приводит к усилению проявле-
ния ароматов, наиболее характерных для вина 
из сорта винограда Каберне-Совиньон: пасле-
нового, фруктового, пряного, тонов молочных 
сливок и сафьяна, обусловленных не только 
совокупным влиянием всех исследованных 
ароматобразующих компонентов, но и отдель-
ными веществами.  

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
На основании полученных эксперимен-

тальных данных можно сделать вывод о целе-
сообразности применения ферментных препа-
ратов, особенно лафазим экстракт, лаффаза 
60 и экстразим терруар, в производстве крас-
ных столовых вин с целью обеспечения их ти-
пичного аромата за счет увеличения концен-
трации ароматобразующих компонентов.  

 
БИБЛИОГРАФИЧЕСКИЙ СПИСОК 

1. Валуйко Г.Г. Стабилизация виноградных 
вин. Симферополь: Таврида. 2002. 208 с.  

2. Wang X.-J., Bai J.-G., Liang Y.-X. Optimi-
zation of multienzyme production by two mixed 
strains in solid-state fermentation // Applied Mi-
crobiology and Biotechnology. 2006. Vol. 73. Is-
sue 3. P. 533–540. https//doi.org/10.1007/s00253-
006-0496-1 

3. Агеева Н.М., Аванесьянц Р.В. Влияние 
ферментных препаратов на биополимеры вина 
/ Плодоводство и виноградарство Юга России. 
2017. N 46 (04). C. 129–140.  

4. Berger R.G. Flavours and Fragrances. 
Chemistry, Bioprocessing and Sustainability. Ber-
lin: Springer. 2006. 648 p.  

5. Wijffels R.H., Buitelaar R.M., Bucke C., 
Tramper J. (eds.). Progress in Biotechnology. Vol. 
11. Immobilized cells: basics and applications. 
Elsevier Science, 1996. 842 p. 

6. Francis I.L., Newton J.L. Determining wine 
aroma from compositional data // Australian Jour-
nal of Grape and Wine Research. 2005. Vol. 11. 
Issue 2. Р. 114–126. https://doi.org/10.1111/ 
j.1755-0238.2005.tb00283.x 

7. Остроухова Е.В., Пескова И.В., Пробей-
голова П.А., Виноградов Б.А. Сравнительный 
анализ ароматобразующего комплекса крас-
ных сортов винограда // Виноградарство и ви-
ноделие. 2011. Т. 41. N 1. C. 77–80. 

8. Clarke R.J., Bakker J. Wine Flavour 

Chemistry. Blackwell Publishing, 2012. 339 p. 
9. Peinado R.A., Mauricio J.C. Biologically 

Aged Wines. In: Moreno-Arribas M.V., Polo M.C. 
(edc.). Wine chemistry and biochemistry. Springer 
Science+Business Media. LLC. 2009. Chapter 3B. 
Р. 81–101. https://doi.org/10.1007/978-0-387-
74118-5 

10. Родопуло А.К. Ароматобразующие ве-
щества винограда // Прикладная биохимия и 
микробиология. 1990. Т. 26. N 5. C. 579–590. 

11. Noguerol-Pato R., González-Álvarez M., 
González-Barreiro C., Cancho-Grande B., Simal-
Gándara J. Aroma profile of Garnacha Tintorera-
based sweet wines by chromatographic and sen-
sorial analyses // Food Chemistry. 2012. Vol. 134. 
Issue 4. Р. 2313–2325. https://doi.org/10.1016/ 
j.foodchem.2012.03.105 

12. Nedelkovski D., Dimitrov D., Beleski K., 
Milanov G., Korunovska B., Trajanovska F., et al. 
Aroma compounds in wines from Macedonian 
autochthonous variety Stanusina // Journal of 
Mountain Agriculture on the Balcans. 2017. Vol. 
20. No. 3. P. 128–138. 

13. Пескова И.В., Луткова Н.Ю., Остроухо-
ва Е.В. Влияние рас дрожжей на формирова-
ние ароматобразующего комплекса столовых 
виноматериалов из винограда сорта Мускат 
белый // Магарач. Виноградарство и виноде-
лие. 2016. N 3. C. 21–24. 

14. Moreno-Arriba М.V., Polo М.C. Winema-

http://dx.doi.org/10.1007/s00253-006-0496-1
http://dx.doi.org/10.1007/s00253-006-0496-1
https://www.researchgate.net/journal/1755-0238_Australian_Journal_of_Grape_and_Wine_Research
https://www.researchgate.net/journal/1755-0238_Australian_Journal_of_Grape_and_Wine_Research
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Gonz%C3%A1lez-Barreiro+C&cauthor_id=23442690
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Cancho-Grande+B&cauthor_id=23442690
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Simal-G%C3%A1ndara+J&cauthor_id=23442690
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Simal-G%C3%A1ndara+J&cauthor_id=23442690
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814612005900
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814612005900
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814612005900


Агеева Н.М., Тихонова А.Н., Бирюков А.П. Влияние ферментных препаратов … 
Ageeva N.M., Tichonova A.N., Biryukov A.P. Effect of enzyme preparations … 

 

 

258 
 

ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 
 

  
 

king biochemistry and microbiology: current 
knowledge and future trends // Critical Reviews in 
Food Science and Nutrition. 2005. Vol. 45. Issue 
4. Р. 265–286. https://doi.org/10.1080/10408690 
478118 

15. Bartowsky E.J., Henschke P.A. The “but-
tery” attribute of wine diacetyl – desirability,  
spoilage and beyond // International Journal of 
Food Microbiology. 2004. Vol. 96. Issue 3. P. 
235–252. https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro. 
2004.05.013 

16. De La Fuente-Blanco А., Sáenz-Navajas 
M.P., Ferreira V. On the effects of higher alcohols 
on red wine aroma // Food Chemistry. 2016. Vol. 
210. P. 107–114. https://doi.org/10.1016/j.food-
chem.2016.04.021 

17. Ciani М., Maccarelli F. Oenological pro-
perties of non-Saccharomyces yeasts associated 
with wine-making // World Journal of Microbiology 
and Biotechnology. 1998.Vol. 14. Р. 199–203. 
https://doi.org/10.1023/A:1008825928354 

18. Cortés‐Diéguez S., Rodriguez‐Solana R., 
Domínguez J.M., Díaz E. Impact odorants and 
sensory profile of young red wines from four Gali-
cian (NW of Spain) traditional cultivars // Journal 
of the Institute of Brewing. 2015. Vol. 121. Issue 
4. Р. 628–635. https://doi.org/10.1002/jib.252 

19. Vilanova M., Cortés S., Santiago J.L., 
Martínez M.-C., Fernández E. Aromatic Com-

pounds in Wines Produced During Fermentation: 
Effect of Three Red Cultivars // International Jour-
nal of Food Properties. 2007. Vol. 10. Issue 4. Р. 
867–875. https://doi.org/10.1080/10942910601 
161615 

20. Гонтарева Е.Н., Агеева Н.М., Гугучкина 
Т.И. Современные технологические приемы 
винификации красных вин // Плодоводство и 
виноградарство Юга России. 2015. N 34 (4). С. 
86–102. 

21. Câmara J.S., Herbert P., Marques J.C., 
Alves M.A. Varietal flavour compounds of four 
grape varieties producing madeira wines // Analyt-
ica Chimica Acta. 2004. Vol. 513. Issue 1. Р. 203–
207. https://doi.org/10.1016/j.aca.2004.01.024 

22. Пескова И.В, Остроухова И.В., Пробей-
голова П.А., Варик Г.Н. Влияние технологиче-
ских приемов на формирование аромата крас-
ных столовых виноматериалов из винограда 
сорта Саперави северный // Магарач. Виногра-
дарство и виноделие. 2009. N 1. C. 27–29.   

23. Santiago J.L., Boso S., Martín J.P., Ortiz 
J.M., Martínez M.C. Characterization and identifi-
cation of grapevine cultivars (Vitis vinifera L.) from 
northwestern Spain using microsatellite markers 
and ampelometric methods // Vitis – Journal of 
Grapevine Research. 2005. Vol. 44. Issue 2. Р. 
67–72. https://doi.org/10.5073/vitis.2005.44.67-72 

 
REFERENCES 

 
1. Valuiko GG. Stabilization of grape wines. 

Simferopol: Tavrida: 2002. 208 р. (In Russian) 
2. Wang X-J, Bai J-G, Liang Y-X. Optimiza-

tion of multienzyme production by two mixed 
strains in solid-state fermentation. Applied Micro-
biology and Biotechnology. 2006;73(3):533–540. 
https://doi.org/10.1007/s00253-006-0496-1 

3. Ageyeva NM, Avanesyants RV. Influence 
of ferment preparations of new generation the 
wine biopolymer. Plodovodstvo i vinogradarstvo 
Yuga Rossii = Fruit growing and viticulture of 
South Russia. 2017;46:129–140. (In Russian) 

4. Berger RG. Flavours and Fragrances. 
Chemistry, Bioprocessing and Sustainability. Ber-
lin: Springer; 2006. 648 p.  

5. Wijffels RH, Buitelaar RM, Bucke C, 
Tramper J. (eds.). Progress in Biotechnology. Vol. 
11. Immobilized cells: basics and applications. 
Elsevier Science; 1996. 842 p. 

6. Francis IL, Newton JL. Determining wine 
aroma from compositional data. Australian Journal 
of Grape and Wine Research. 2005;11(2):114–
126. https://doi.org/10.1111/j.1755-0238.2005.tb 
00283.x 

7. Ostroukhova EV, Peskova IV, Probeigolo-
va PA, Vinogradov BA. Comparative analysis of 
the aroma-forming complex of red grape varieties. 
Vinogradarstvo i vinodelie 2011;41(1):77–80. (In 

Russian) 
8. Clarke RJ, Bakker J. Wine Flavour Che-

mistry. Blackwell Publishing; 2012. 339 p. 
9. Peinado RA, Mauricio JC. Biologically 

Aged Wines. In: Moreno-Arribas MV, Polo MC. 
(edc.). Wine chemistry and biochemistry. Springer 
Science+Business Media. LLC. 2009. Chapter 3B. 
Р. 81–101. https://doi.org/10.1007/978-0-387-
74118-5 

10. Rodopulo AK. Aroma-forming substances 
of grapes. Prikladnaya biokhimiya i mikrobiolo-
giya. 1990;26(5):579–590. (In Russian) 

11. Noguerol-Pato R, González-Álvarez M, 
González-Barreiro C, Cancho-Grande B, Simal-
Gándara J. Aroma profile of Garnacha Tintorera-
based sweet wines by chromatographic and sen-
sorial analyses. Food Chemistry. 2012;134(4):23 
13–2325. https://doi.org/10.1016/j.foodchem.20 
12.03.105 

12. Nedelkovski D, Dimitrov D, Beleski K, Mi-
lanov G, Korunovska B, Trajanovska F, et al. 
Aroma compounds in wines from Macedonian 
autochthonous variety Stanusina. Journal of 
Mountain Agriculture on the Balcans. 
2017;2(3):128–138. (In Bulgaria)  

13. Peskova IV, Lutkova NY, Ostroukhova 
EV. The influence of yeast races on the formation 
of flavour-building complex in nable base wines of 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160504002867
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160504002867
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160504002867
https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2004.05.013
https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2004.05.013
https://www.researchgate.net/profile/Arancha_Blanco
https://www.researchgate.net/profile/Maria-Pilar_Saenz-Navajas
https://www.researchgate.net/journal/0308-8146_Food_Chemistry
https://www.researchgate.net/deref/http%3A%2F%2Fdx.doi.org%2F10.1016%2Fj.foodchem.2016.04.021
https://www.researchgate.net/deref/http%3A%2F%2Fdx.doi.org%2F10.1016%2Fj.foodchem.2016.04.021
http://www.ingentaconnect.com/content/klu/wibi
http://www.ingentaconnect.com/content/klu/wibi
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1002/jib.252
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1002/jib.252
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1002/jib.252
https://www.tandfonline.com/author/Cort%C3%A9s%2C+Sandra
https://www.tandfonline.com/author/Santiago%2C+Jos%C3%A9+Luis
https://www.tandfonline.com/author/Mart%C3%ADnez%2C+Carmen
https://www.tandfonline.com/author/Fern%C3%A1ndez%2C+Esperanza
https://www.tandfonline.com/toc/ljfp20/current
https://www.tandfonline.com/toc/ljfp20/current
https://doi.org/10.1016/j.aca.2004.01.024
https://doi.org/10.5073/vitis.2005.44.67-72
https://www.elibrary.ru/author_items.asp?authorid=57944
https://www.elibrary.ru/author_items.asp?authorid=758151
https://www.researchgate.net/journal/1755-0238_Australian_Journal_of_Grape_and_Wine_Research
https://www.researchgate.net/journal/1755-0238_Australian_Journal_of_Grape_and_Wine_Research
https://www.elibrary.ru/author_items.asp?authorid=755307
https://www.elibrary.ru/author_items.asp?authorid=814908
https://www.elibrary.ru/author_items.asp?authorid=755312
https://www.elibrary.ru/author_items.asp?authorid=755312
https://www.elibrary.ru/author_items.asp?authorid=209108
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Gonz%C3%A1lez-Barreiro+C&cauthor_id=23442690
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Cancho-Grande+B&cauthor_id=23442690
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Simal-G%C3%A1ndara+J&cauthor_id=23442690
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Simal-G%C3%A1ndara+J&cauthor_id=23442690


Агеева Н.М., Тихонова А.Н., Бирюков А.П. Влияние ферментных препаратов … 
Ageeva N.M., Tichonova A.N., Biryukov A.P. Effect of enzyme preparations … 

 

 

 
ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 

 
259 

  
 

muscat white variety. Magarach. Vinogradarstvo i 
vinodelie = Magarach. Viticulture and winemaking. 
2016;3:21–24. (In Russian) 

14. Moreno-Arriba МV, Polo МC. Winemak-
ing biochemistry and microbiology: current 
knowledge and future trends. Critical Reviews in 
Food Science and Nutrition. 2005;45(4):265–286 . 
https://doi.org/10.1080/10408690478118 

15. Bartowsky EJ, Henschke PA. The “buttery” 
attribute of wine diacetyl – desirability, spoilage and 
beyond. International Journal of Food Microbiology. 
2004;96(3):235–252. https://doi.org/10.1016/j.ijfood-
micro.2004.05.013 

16. De La Fuente-Blanco А, Sáenz-Navajas 
MP, Ferreira V. On the effects of higher alcohols on 
red wine aroma. Food Chemistry. 2016;210:107–
114. https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2016.04.021 

17. Ciani М, Maccarelli F. Oenological  
properties of non-Saccharomyces yeasts associ-
ated with wine-making. World Journal of Microbi-
ology and Biotechnology. 1998;14:199–203. https: 
//doi.org/10.1023/A:1008825928354 

18. Cortés‐Diéguez S, Rodriguez‐Solana R, 
Domínguez JM, Díaz E. Impact odorants and 
sensory profile of young red wines from four Gali-
cian (NW of Spain) traditional cultivars. Journal of 
the Institute of Brewing. 2015;121(4):628–635. 
https://doi.org/10.1002/jib.252 

 

19. Vilanova M, Cortés S, Santiago JL, Mar-
tínez M-C, Fernández E. Aromatic Compounds in 
Wines Produced During Fermentation: Effect of 
Three Red Cultivars. International Journal of Food 
Properties. 2007;10(4):867–875. https://doi.org/ 
10.1080/10942910601161615 

20. Gontareva EN, Ageeva NM, Guguchkina 
TI. Modern technological methods of vinification of 
red wines. Plodovodstvo i vinogradarstvo Yuga 
Rossii = Fruit growing and viticulture of South 
Russia. 2015;34:86-102. (In Russian) 

21. Câmara JS, Herbert P, Marques JC, 
Alves MA. Varietal flavour compounds of four 
grape varieties producing madeira wines. Ana-
lytica Chimica Acta. 2004;513(1):203–207. https: 
//doi.org/10.1016/j.aca.2004.01.024 

22. Peskova IV, Ostroukhova EV, Probei-
golova PA, Verik GN. The effects of process tech-
nologies on the varietal aroma formation of red 
table wine materials. Magarach. Vinogradarstvo i 
vinodelie = Magarach. Viticulture and winemaking. 
2009;1:27–29. (In Russian) 

23. Santiago JL, Boso S, Martín JP, Ortiz JM, 
Martínez MC. Characterization and identification 
of grapevine cultivars (Vitis vinifera L.) from 
northwestern Spain using microsatellite markers 
and ampelometric methods. Vitis – Journal of 
Grapevine Research. 2005;44(2):67–72. https: 
//doi.org/10.5073/vitis.2005.44.67-72 

 
Критерии авторства  Contribution 

   
Агеева Н.М., Тихонова А.Н., Бирюков А.П. 
выполнили экспериментальную работу. Авто-
ры совместно обобщили результаты, написа-
ли рукопись, имеют на статью равные автор-
ские права и несут равную ответственность 
за плагиат. 

 Natalia М. Ageeva, Anastasia N. Tichonova, 
Aleksandr P. Biryukov carried out the experi-
mental work. The authors on the basis of the 
results summarized the material and wrote the 
manuscript. All authors have equal author’s 
rights and bear equal responsibility for plagia-
rism.. 

   
Конфликт интересов  Conflict interests 

   
Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
интересов. 

 The authors declare no conflict of interests re-
garding the publication of this article. 

   
Все авторы прочитали и одобрили оконча-
тельный вариант рукописи. 

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

   
СВЕДЕНИЯ ОБ АВТОРАХ  INFORMATION ABOUT THE AUTHORS 

   
Агеева Наталья Михайловна, 
д.т.н., профессор;  
главный научный сотрудник,  
Северо-Кавказский федеральный научный  
центр садоводства, виноградарства,  
виноделия, 
350901, г. Краснодар,  
ул. им. 40-летия Победы, 39, 
Российская Федерация, 
e-mail: ageyeva@inbox.ru 

 Natalia М. Ageeva, 
Dr. Sci. (Engineering), Professor, 
Chief Researcher, 
North Caucasian Federal Scientific Center 
of Horticulture, Viticulture, Wine-making,  
39, 40-letiya Pobedy St., Krasnodar, 350901, 
Russian Federation, 
e-mail: ageyeva@inbox.ru 

https://doi.org/10.1080/10408690478118
https://www.researchgate.net/journal/0308-8146_Food_Chemistry
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1002/jib.252
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1002/jib.252
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1002/jib.252
https://www.tandfonline.com/author/Cort%C3%A9s%2C+Sandra
https://www.tandfonline.com/author/Santiago%2C+Jos%C3%A9+Luis
https://www.tandfonline.com/author/Mart%C3%ADnez%2C+Carmen
https://www.tandfonline.com/author/Mart%C3%ADnez%2C+Carmen
https://www.tandfonline.com/author/Fern%C3%A1ndez%2C+Esperanza
https://www.tandfonline.com/toc/ljfp20/current
https://www.tandfonline.com/toc/ljfp20/current
https://www.elibrary.ru/author_items.asp?authorid=300258
https://www.elibrary.ru/author_items.asp?authorid=57944
https://www.elibrary.ru/author_items.asp?authorid=98272
https://www.elibrary.ru/author_items.asp?authorid=98272
https://www.elibrary.ru/author_items.asp?authorid=814908
https://www.elibrary.ru/author_items.asp?authorid=755307
https://www.elibrary.ru/author_items.asp?authorid=548060


Агеева Н.М., Тихонова А.Н., Бирюков А.П. Влияние ферментных препаратов … 
Ageeva N.M., Tichonova A.N., Biryukov A.P. Effect of enzyme preparations … 

 

 

260 
 

ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 
 

  
 

   
Тихонова Анастасия Николаевна, 
к.т.н., старший научный сотрудник, 
Северо-Кавказский федеральный научный  
центр садоводства, виноградарства,  
виноделия, 
350901, г. Краснодар,  
ул. им. 40-летия Победы, 39, 
Российская Федерация, 
e-mail: Anastasia.he@yandex.ru 

 Anastasia N. Tichonova, 
Cand. Sci. (Engineering), Senior Researcher, 
North Caucasian Federal Scientific Center 
of Horticulture, Viticulture, Wine-making,  
39, 40-letiya Pobedy St., Krasnodar, 350901, 
Russian Federation, 
e-mail: Anastasia.he@yandex.ru 

   
Бирюков Александр Петрович, 
д.т.н., заведующий кафедрой технологии  
бродильных производств и виноделия, 
Кубанский государственный  
технологический университет,   
350072, г. Краснодар, ул. Московская,2, 
Российская Федерация; 
старший научный сотрудник, 
Северо-Кавказский федеральный научный  
центр садоводства, виноградарства,  
виноделия, 
350901, г. Краснодар,  
ул. им. 40-летия Победы, 39, 
Российская Федерация 
e-mail:abiryucow@yandex.ru 

 Aleksandr P. Biryukov, 
Dr. Sci. (Engineering),  
Head of the Department of Technology  
of Fermentation and Winemaking, 
Kuban State Technological University, 
2, Moskovskaya St., Krasnodar, 350072,  
Russian Federation; 
Senior Researcher, 
North Caucasian Federal Scientific Center 
of Horticulture, Viticulture, Wine-making,  
39, 40-letiya Pobedy St., Krasnodar, 350901, 
Russian Federation, 
e-mail:abiryucow@yandex.ru 

 



ИЗВЕСТИЯ ВУЗОВ. ПРИКЛАДНАЯ ХИМИЯ И БИОТЕХНОЛОГИЯ  2020  Том 10  N 2 
PROCEEDINGS OF UNIVERSITIES. APPLIED CHEMISTRY AND BIOTECHNOLOGY 2020  Vol. 10  No. 2  

 

 

 
ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 

 
261 

  
 

Оригинальная статья / Original article 
УДК 577.152.321+579.26 
DOI: https://doi.org/10.21285/2227-2925-2020-10-2-261-273 
 

Гидролиз целлюлозы ферментным комплексом  
Trichoderma viride в присутствии фторида натрия: 
влияние структуры субстрата и сорбционной  
активности целлюлаз 
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Д.Е. Гавриков, А.А. Приставка 
 

Иркутский государственный университет, г. Иркутск, Российская Федерация 
 

Резюме: Исследована зависимость активности целлюлаз Trichoderma viride от трех факторов – 
вида субстрата, сорбционных свойств ферментов и концентрации фторида натрия (NaF). Изуче-
но влияние четырех водонерастворимых субстратов: два нативных (древесина березы и пшенич-
ная солома) и два модельных (микрокристаллическая целлюлоза и фильтровальная бумага). До-
полнительно исследован водорастворимый субстрат – Na-карбоксиметил-целлюлоза, специфич-
ный к эндоглюканазной активности. Целлюлазный комплекс T. viride из препарата «Целловиридин 
Г3х» был разделен методом аффинной хроматографии на фракции, различающиеся сорбционными 
свойствами. Измерена целлюлазная активность исходного комплекса и полученных фракций по 
отношению ко всем субстратам при разной концентрации NaF – от 0 до 1000 мг/л. Качественные 
различия в белковом составе препарата и фракций исследованы методом SDS-диск-
электрофореза. При внесении NaF (100–500 мг/л) активность исходного целлюлазного комплекса 
возрастала по отношению ко всем субстратам, особенно повысилась скорость гидролиза мо-
дельных образцов (до 100 %). Сравнение активности хроматографических фракций относительно 
модельных субстратов показало, что NaF оказывает противоположное действие на каталити-
ческие и сорбционные свойства целлюлаз: активность высокоаффинных фракций, содержащих 
целлобиогидролазы и низкомолекулярные эндоглюканазы, в присутствии фторида снижалась по 
отношению ко всем субстратам на 35–90 %. Слабосорбирующиеся фракции (эндоглюканазы I, II + 
целлобиаза) в этих же условиях ингибировались на 15–20 % по отношению к целлюлозе с высокой 
степенью кристалличности (МКЦ), но активировались в 1,3–3 раза относительно водораствори-
мого субстрата (Na-КМЦ) и субстрата с меньшей кристалличностью (фильтровальная бумага). 
Таким образом, суммарное действие фторидов на ферментативный гидролиз растительного 
субстрата определяется степенью кристалличности целлюлозы, а также соотношением сильно- 
и слабосорбирующихся компонентов в целлюлазном комплексе. Рассмотрены возможные молеку-
лярные механизмы этих эффектов. 
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Abstract: The dependence of cellulase activity of the Trichoderma viride fungus on three factors – substrate 
type, enzyme sorption properties and sodium fluoride (NaF) concentration – was studied. The four studied 
water-insoluble substrates were based on two native (birch wood and wheat straw) and two model (micro-
crystalline cellulose and filter paper) materials. In addition, a water-soluble Na-carboxymethyl-cellulose sub-
strate specific for endoglucanase activity was studied. The T. viride cellulase complex from the “Celloviridin 
G3x” preparation was separated into fractions differing in sorption properties using the affinity chromatog-
raphy method. The cellulase activity of the initial complex and obtained fractions was measured with respect 
to all substrates at different concentrations of NaF ranging from 0 to 1000 mg/L. Qualitative differences in the 
protein composition of the preparation and fractions were studied by SDS electrophoresis. With the introduc-
tion of NaF (100–500 mg/L), the initial cellulase complex activity increased with respect to all substrates. The 
hydrolysis rate of model samples was observed to increase by up to 100 %. Comparison of chromatographic 
fraction activity relative to model substrates demonstrated the NaF to have the opposite effect on the catalyt-
ic and sorption properties of cellulases. The activity of high affinity fractions containing cellobiohydrolases 
and low molecular weight endoglucanases in the presence of fluoride decreased by 35–90 % in relation to all 
substrates. Although weakly adsorbing fractions (endoglucanases I, II + cellobiasis) under the same condi-
tions were inhibited by 15–20 % with respect to cellulose with a high degree of crystallinity (MCC), these 
were activated 1.3–3 times slower with respect to a water-soluble substrate (Na-CMC) and a substrate with 
less crystallinity (filter paper). Thus, the total effect of fluorides on the enzymatic hydrolysis of the plant sub-
strate is determined by the crystallinity degree of the cellulose substrate, as well as by the ratio of strongly- 
and weakly-sorbed components in the cellulase complex. Possible molecular mechanisms of these effects 
are additionally proposed.  
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ВВЕДЕНИЕ 
Загрязнение экосистем аэровыбросами 

промышленных предприятий представляет 
собой серьезную экологическую проблему. 
Одним из мощнейших источников эмиссии 
поллютантов в ряде регионов России, включая 
Прибайкалье, являются предприятия алюми-
ниевой промышленности, выбросы которых 
содержат разнообразные токсичные вещества 
(тяжелые металлы, полициклические аромати-
ческие углеводороды, фториды и др.), оказы-
вающие негативное воздействие на разные 
компоненты биогеоценозов [1, 2]. 

Важнейшим звеном биотического кругово-
рота углерода являются почвенные микроор-
ганизмы, разлагающие растительные полиме-
ры, в том числе целлюлозу. В результате 
накопления поллютантов в почве нарушается 
структура почвенных микроценозов, снижается 
видовое богатство микроорганизмов, меняется 
их ферментативная активность, угнетается 
жизнедеятельность даже наиболее толерант-
ных видов [3–6]. Вследствие этого нарушается 
процесс редукции растительных остатков, что 

сопровождается негативными экологическими 
последствиями как минимум на уровне регио-
нальных экосистем. 

Среди поллютантов, характерных для 
алюминиевой промышленности, серьезную 
опасность представляет фторид, соли которо-
го используются в технологическом цикле про-
изводства металла [7–9]. Эффекты и механиз-
мы токсического действия фторидов на живые 
организмы неоднократно обсуждались в науч-
ной литературе, однако, данные о непосред-
ственном влиянии фторидов на активность 
целлюлазных комплексов, продуцируемых кон-
кретными видами микромицетов, были впер-
вые получены авторами работы [10], где были 
описаны и обсуждены эффекты, которые фто-
рид оказывает на каталитические и сорбцион-
ные свойства целлюлаз, продуцируемых гри-
бами рр. Trichoderma и Aspergillus, и высказано 
предположение, что суммарное влияние фто-
рида на целлюлазный комплекс определяется, 
с одной стороны, соотношением прочно- и 
слабосорбирующихся ферментов в целлюлаз-
ном комплексе, а с другой – соотношением 
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аморфных и кристаллических участков целлю-
лозы в субстрате. Однако эти эффекты были 
показаны, во-первых, при использовании мо-
дельных субстратов, состоящих из чистой цел-
люлозы, в то время как в природных условиях 
субстратом для микробных целлюлаз являются 
лигноцеллюлозные комплексы; во-вторых, для 
объединенных целлюлазных комплексов, кото-
рые на самом деле состоят из карбогидраз че-
тырех типов – эндоглюканаз (EG), целлобиогид-
ролаз (СВН), целлобиаз (β-глюкозидаз) и экзо-
глюкозидаз, различающихся молекулярными 
характеристиками, каталитической активностью, 
константой адсорбции и субстратной специфич-
ностью [11–13]. 

Целью настоящей работы являлось изу-
чение влияния фторида натрия на активность 
отдельных компонентов целлюлазного ком-
плекса, продуцируемого грибом Trichoderma 
viride, по отношению к целлюлозосодержащим 
субстратам с различной устойчивостью к фер-
ментативному гидролизу. 

 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ  
В качестве модельного целлюлазного 

комплекса использовался коммерческий фер-
ментный препарат «Целловиридин Г3х» на ос-
нове целлюлаз, продуцируемых Trichoderma 
viride (производство ОАО «ВОСТОК», Москва) 
с остаточной общей целлюлазной активностью 
14,5 МЕ/г а.с.в. 

На первом этапе была изучена фермента-
тивная активность препарата по отношению к 
нескольким целлюлозосодержащим субстра-
там при различной концентрации фторида 
натрия, которую варьировали в диапазоне от 
10 до 1000 мг/л в зависимости от задач иссле-
дования.  

 

Всего было исследовано четыре не рас-
творимых в воде субстрата: два нативных, из-
мельченных до мелкодисперсного состояния и 
содержащих, помимо углеводных компонентов, 
лигнин в разных соотношениях; два модель-
ных субстрата, состоящих только из полисаха-
ридов. Каждая пара субстратов различалась 
соотношением кристаллической и аморфной 
целлюлозы. Также была измерена эндоглю-
каназная активность по водорастворимому суб-
страту Na-карбоксиметилцеллюлозе (Na-КМЦ) 
(таблица). 

Содержание лигнина в нативных субстра-
тах определяли весовым методом после кис-
лотного гидролиза и отделения углеводного 
компонента

2
. 

Далее, в соответствии с рабочей гипоте-
зой о связи сорбционных свойств целлюлаз с 
эффектами, которые фторид оказывает на их 
активность, было проведено хроматографиче-
ское разделение ферментов целлюлазнного 
комплекса по их аффинным свойствам. Компо-
ненты, различающиеся по степени адсорбции 
на целлюлозе, были исследованы на общую 
целлюлазную и эндоглюканазную активности в 
тех же условиях, что и исходный препарат. 

Качественные различия в составе полу-
ченных аффинных комплексов были исследо-
ваны методом электрофореза. 

Общая целлюлазная активность опреде-
лялась с использованием динитросалицилово-
го реагента по скорости образования восста-
навливающих сахаров из навески целлюлозо-
содержащего субстрата (50 мг) [18]. Соотно-
шение субстрата и жидкой фазы в реакцион-
ной среде составило 1:20 (W/V), а количество 
ферментного препарата – 3 МЕ/г субстрата (по 
фильтровальной бумаге). 

 

Таблица 1 
Характеристика целлюлозосодержащих субстратов, использованных в работе 

Table 1 
Characterization of cellulose-containing substrates applied in research 

 

Субстрат 
Доля  

лигнина, % 

Степень кристалличности, %  
(по данным рентгенодифракционного 

анализа) 

 Пшеничная солома 12+0,9 50–52
1
 

 Древесина березы 25+1,4 60–62
1
 

 Фильтровальная бумага (ФБ) – 63–68 [14, 15] 
 Микрокристаллическая целлюлоза (МКЦ)  
 марки Avicel (Sigma) 

– 75–80 [16, 17] 

 Na-карбоксиметилцеллюлоза (Na-КМЦ),  
 марка 250000М.W (НеваРеактив). 

– – 

  
   

1 
Kargarzadeh H., Ahmad I., Thomas S., Dufresne A. (eds.) Characterization of Various Kinds of Nanocellu-

lose. Handbook of Nanocellulose and Cellulose Nanocomposites. John Wiley & Sons. 2017. Vol. 1. Ioelo-
vich M. Chapter 2. P. 51–100.  
2 
TAPPI Test Method T222 om-02. Acid-Insoluble Lignin in Wood and Pulp. 2002. 
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Активность эндоглюконаз измерялась по 
начальной скорости уменьшения вязкости  
1,5 %-го раствора Na-карбоксиметилцеллюло-
зы [19]. Для этого использовался вискозиметр 
Оствальда с объемом верхнего резервуара  
1 мл и диаметром капилляра 0,6 мм. Все изме-
рения активности проводились в 0,05 М 
натрий-ацетатном буфере, при температуре  

45 С, рН = 4,6. 
Разделение компонентов целлюлазного 

комплекса осуществлялось в стеклянной хро-
матографической колонке (30х1,5 см) на аф-
финном сорбенте (МКЦ, Avicel), который пред-
варительно был уравновешен Na-ацетатным 
буфером (0,05 М, pH = 4,6). Скорость потока 
подвижной фазы составляла 1,5 мл/мин. По-
сле выхода несорбирующихся компонентов 
ферменты, связанные с носителем, элюирова-
лись дистиллированной водой. Элюируемые 
белки детектировались на спектрофотометре 
IMPLEN Р330; элюат распределялся по фрак-
циям объемом 1 мл.  

Состав фракции с различной аффинно-
стью к целлюлозе был исследован посред-
ством SDS-диск-электрофореза в полиакрил-
амидном геле при концентрации разделяюще-
го геля 12,5 %. 

Все эксперименты по исследованию фто-
ридзависимой активности целлюлаз проводи-
лись минимум в трех повторностях, для полу-

ченных выборок рассчитывалось математиче-
ское ожидание и стандартная ошибка сред- 
него. Сравнение выборок осуществлялось  
U-критерием. Калибровочные графики были по-
лучены линейной аппроксимацией эксперимен-
тальных данных с оценкой достоверности коэф-
фициентов регрессии при p < 0,05. Достовер-
ность влияния вида субстрата и сорбционных 
свойств ферментов на относительную актив-
ность целлюлаз (отношение активности в кон-
троле к активности в присутствии NaF) оценива-
лась с помощью двухфакторного непараметри-
ческого метода PERMANOVA при p < 0,05. Все 
расчеты проводились в программе Past v. 4.01. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ  
В работе [10] показано, что фторид  

натрия в низких концентрациях (в пределах 
10–100 мг/л) ингибирует активность по филь-
тровальной бумаге (FPA) целлюлазного ком-
плекса из T. viride примерно в 2 раза, однако 
дальнейшее повышение концентрации фтори-
да приводило к реактивации ферментного пре-
парата. 

Результаты измерений активности фер-
ментного комплекса по отношению к различ-
ным субстратом в присутствии высоких кон-
центраций NaF представлены на рис. 1. В кон-
троле эффективность начального гидролиза 
для разных субстратов различается: наиболее  

 

 
 

Рис. 1. Влияние высоких концентраций фторида натрия на эффективность начального гидролиза  
целлюлозосодержащих субстратов целлюлазным комплексом: 

а – активность, выраженная в абсолютных единицах; 
b – активность в относительных показателях  

(отношение активности в присутствии NaF к активности в контроле) 
 

Fig. 1. Effect of high concentrations of sodium fluoride on the effectiveness of the initial hydrolysis  
of cellulose-containing substrates by the cellulase complex. 

a – activity in absolute units;  
b – activity in relative terms: the ratio of activity in the presence of NaF to activity in the control stud 

a b 
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глубокая (и примерно одинаковая) степень 
гидролиза характерна для ФБ и соломы, то 
есть субстратов с пониженным содержанием 
кристаллической целлюлозы. Высококристал-
лическая МКЦ более устойчива к действию 
целлюлазного комплекса, а древесина гидро-
лизуется с наименьшей эффективностью, так 
как в ней высокое содержание лигнина, кото-
рый создает барьер для ферментов. 

При внесении в реакционную среду NaF в 
концентрации 100 мг/л скорость гидролиза 
всех субстратов повышалась, но количествен-
но этот эффект проявлялся по-разному. Силь-
нее всего он был выражен для модельных 
объектов ФБ и МКЦ (увеличение активности в 
1,5 и 2 раза соответственно). Глубина гидроли-
за нативных субстратов менялась сходным 
образом, хотя и в меньших масштабах: 15 % – 
для соломы, 19 % – для древесины, то есть 
эффект активации пропорционален степени 
кристалличности целлюлозы в обеих группах 
субстратов. Но для ряда «солома–древесина» 
эта связь менее заметна, так как в нативных 
субстратах доля целлюлозы в целом ниже, а 
также в них присутствуют неуглеводные ком-
поненты.  

При повышении концентрации NaF еще на 
порядок скорость гидролиза большинства суб-
стратов снижалась: по отношению к модель-
ным объектам фермент оставался в зоне акти-
вации, а для многокомпонентных субстратов 
наблюдалось ингибирование, особенно замет-
ное для древесины, более чем на треть. 

Эндоглюканазная активность препарата, 
измеренная с помощью Na-КМЦ, также зависит 
от концентрации фторида (рис. 2). При низких 
концентрациях соли (до 50 мг/л) активность 
снижалась почти в 2 раза, а при повышении 
уровня NaF до 250 мг/л происходила реакти-

вация эндоглюканаз. Эта зависимость имеет 
сходный характер с аналогичными результа-
тами, полученными для общей целлюлазной 
активности [10], и аппроксимируется предло-
женным в той же работе феноменологическим 
уравнением.  

Для эффективного гидролиза сложных 
целлюлозосодержащих субстратов необходи-
ли «полноценный» целлюлазный комплекс, в 
который входят как прочнособирующиеся 
ферменты, отвечающие за разрушение кри-
сталлической целлюлозы, так и слабосорби-
рующиеся компоненты, основной субстрат ко-
торых – аморфный полисахарид [20]. Возмож-
но, эффекторные свойства фторидов по-
разному проявляются для ферментов с высо-
кой и низкой аффинностью к субстрату, и 
именно этим объясняются различия в суб-
стратзависимой активности ферментного ком-
плекса. С другой стороны, целлюлазный ком-
плекс T. viride включает, как минимум, пять эн-
доглюканаз, которые различаются по молеку-
лярной массе, структуре и способности адсор-
бироваться на субстрате [21]. Нелинейный ха-
рактер зависимости эндоглюканазной активно-
сти от концентрации NaF также может опреде-
ляться соотношением прочно- и слабосорби-
рующихся ферментов с Na-КМЦ-азной актив-
ностью. 

Аппроксимирующая функция записывает-
ся выражением 

 

AktEG  b(1e
-a(C-C0)

), 
 

где а и b – эмпирические коэффициенты;  
С – концентрация NaF; С0 – концентрация 
фторида, при которой ингибирование фермен-
та максимально; а = 0,06; b = 1; С0 = 50 мг/л. 

 

 

Рис. 2. Зависимость эндоглюканазной активности препарата «Целловиридин Г3х» 
от концентрации NaF в реакционной среде 

 

Fig. 2. Relationship between the «Celloviridin G3x» endoglucanase activity 
and NaF concentration in the reaction medium 
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Для проверки этого предположения ком-
поненты ферментного комплекса были разде-
лены по их аффинным свойствам на три ос-
новные фракции (рис. 3): 

– F1 – белки, не сорбирующиеся на носи-
теле и выходящие в потоке исходной подвиж-
ной фазы в диапазоне 4–6 мл; 

– F2 – cлабосорбирующиеся компоненты, 
покидающие неподвижную фазу сразу после 
смены элюента (максимум при 30 мл); 

– F3 – прочносорбирующиеся компоненты, 
выходящие из колонки после продолжительной 

отмывки сорбента (70–72 мл). 
Удельная целлюлазная активность этих 

фракций была ниже, чем у исходного препара-
та в 10–15 раз, что объясняется нарушением 
синергических взаимосвязей между компонен-
тами целлюлазного комплекса в результате 
разделения. В присутствии NaF каждая из 
фракций характеризовалась собственной, от-
личной от исходного фермента, зависимостью 
относительной активности от вида субстрата 
(рис. 4).  

 

 
 

Рис. 3. Хроматограмма разделения целлюлазного комплекса T. Viride на аффинном носителе (МКЦ).  
Стрелкой указан момент смены подвижной фазы 

 

Fig. 3. Affinity chromatography of the T. viride cellulase complex on microcrystalline cellulose (MCC).  
The arrow indicates the moment of change of the mobile phase 

 

 
 

Рис. 4. Влияние фторида на активность аффинных фракций по отношению  
к разным целлюлозосодержащим субстратам.  

По оси ординат – отношение целлюлазной активности  
в присутствии NaF (100 мг/л) к активности в контроле (без фторида) 

 

Fig. 4. Effect of fluoride on activity of affinity fractions in relation to different  
cellulose-containing substrates.  
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Двухфакторный PERMANOVA свидетель-
ствует, что вид субстрата и аффинные свой-
ства фракций значимо влияют на относитель-
ную активность. В присутствии NaF активность 
несорбирующегося комплекса (F1) достоверно 
выше контроля по отношению к модельному 
(ФБ) и нативному (солома) субстратам с низ-
кой степенью кристалличности. Для двух дру-
гих субстратов наблюдается ингибирование 
фермента на 15–20 %. По мере увеличения 
аффинности фракций к целлюлозе ингибиру-
ющее действие фторидов усиливается, и ак-
тивность фракции F3 снижается по отношению 
ко всем субстратам на 35–65 % от контроля. 

Полученные результаты можно интерпре-
тировать с точки зрения противоположного 
или, как минимум, различного действия фто-
рида на каталитические и сорбционные свой-
ства целлюлаз. Если предположить, что NaF 
ингибирует целлюлозосвязывающий домен 
(ЦСД) фермента и активирует каталитический 
(КД), то фторид-индуцированное увеличение 
активности фракции F1 по отношению к суб-
стратам с пониженной кристалличностью цел-
люлозы объясняется усилением способности 
слабосорбирующихся ферментов атаковать 
аморфную целлюлозу без прочной адсорбции 
на ней. Для ферментов, разрушающих кри-
сталлическую целлюлозу, обязательное усло-
вие эффективной работы – адсорбция на суб-
страте. Если ЦСД ингибируется фторидом, то 
будет наблюдаться снижение эффективности 
гидролиза: а) высокоупорядоченных субстра-
тов во всех фракциях (так как доля аморфной 
целлюлозы низка, а адсорбция на субстрате 
подавлена фторидом); б) всех субстратов в 
прочносорбирующейся фракции (F3). В случае 
нативных субстратов на эти взаимодействия 
накладывается влияние лигнина, который сни-
жает доступность целлюлозы для ферментов. 
Вероятно, поэтому гидролиз в парах «ФБ–
солома» и «МКЦ–древесина» в одинаковых 
условиях идет сходным образом, хотя кри-
сталличность целлюлозы в нативных субстра-
тах ниже (см. таблицу). В итоге результирую-
щий эффект NaF на активность целлюлазного 
комплекса определяется, с одной стороны, 
степенью кристалличности субстрата, с другой 
– соотношением сильно- и слабосорбирую-
щихся компонентов в целлюлазном комплексе. 
В пользу этого свидетельствует характер фто-
ридзависимых активностей отдельных аффин-
ных фракций по отношению к модельным суб-
стратам (рис. 5). 

Общая целлюлазная и эндоглюканаз-
ная активности подавляются фторидом натрия 
пропорционально усилению сорбционных 
свойств ферментов. Если максимум ингибиро-
вания эндоглюканазной активности исходно- 
го препарата не превышает 45 % (см. рис. 2), 

то для слабосорбирующейся фракции (F2)  
он составляет 65 %, а для прочносорбирую-
щихся эндоглюканаз (F3) – более 90 % (рис.  
5, с). Общая  целлюлазная  активность фрак-
ции F3 также снижается в присутствии фтори-
да более чем в два раза, и этот эффект силь-
нее проявляется для МКЦ (рис. 5 a, b). Несор-
бирующиеся целлюлазы (F1) в меньшей сте-
пени ингибируются относительно МКЦ, а по 
отношению к остальным субстратам наблюда-
ется активирующий эффект NaF: FPA увели-
чивается более чем в три раза по сравнению с 
контролем (см. рис. 5, a), а эндоглюканазная 
активность возрастает на 25–30 % с последу-
ющим снижением до исходного уровня при по-
вышении концентрации фторида до 250 мг/л 
(рис. 5, c). 

После попарного объединения фракций в 
композицию, в которой один из компонентов – 
несорбирующийся фермент, а другой – слабо- 
или прочносорбирующаяся эндоглюканаза, 
зависимость активности от концентрации фто-
рида приближается (с учетом статистической 
погрешности) к аналогичной зависимости ис-
ходного препарата (рис. 5, d). Однако при этом 
не наблюдается реактивации фермента, что, 
вероятно, связано с неполным восстановлени-
ем эндоглюканазного комплекса T. viride при 
объединении всего лишь двух фракций. 

Качественные различия в белковом со-
ставе аффинных комплексов были исследова-
ны методом DSN-электрофореза в полиакри-
ламидном геле (рис. 6). В несорбирующейся 
(F1) и слабосорбирующей (F2) фракциях в за-
метных количествах преобладает, судя по мо-
лекулярной массе, β-глюкозидаза (75 кДа). 
Данный фермент гидролизует короткие целло-
олигосахариды и, не имея целлюлозосвязы-
вающего домена, обладает низким сродством 
к высокомолекулярной целлюлозе. Кроме цел-
лобиазы эти фракции содержат эндоглюканазы 
I и II (40–55 кДа), которые, несмотря на нали-
чие ЦСД, достаточно легко десорбируются с 
нерастворимого субстрата. Фракция F3 отли-
чается заметным содержанием целлюлобио-
гидролаз I и II (60–68 кДа) и низкомолекуляр-
ных белков (20-25 кДа), возможно, эндоглю-
каназ IV и/или V. Преобладание целлобиогид-
ролаз (особенно CBH I) в составе прочносор-
бирующихся комплексов согласуется с преды-
дущими данными о более сильной сорбции 
этих ферментов на нерастворимых субстратах 
по сравнению с другими целлюлазами [22]. 

Если предположение о противоположном 
влиянии NaF на каталитические и сорбцион-
ные свойства целлюлаз верно, то преоблада-
ние целлобиогидролаз (и, возможно, низкомо-
лекулярных эндоглюканаз) в F3 объясняет 
фторид-опосредованное снижение активности 
этой фракции по отношению ко всем целлюло-
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зосодержащим субстратам, а доминирование 
целлобиаз и слабосорбирующихся эндоглю-
каназ обуславливает повышение эффективно-
сти гидролиза аморфной части субстрата ком-
плексом F1.  

Влияние фторида на каталитический до-
мен целлюлаз можно объяснить его вмеша-
тельством в процесс кислотно-основного ката-
лиза: взаимодействуя со специфическими ли-

гандами вблизи активного центра, анион, ве-
роятно, меняет степень поляризации амино-
кислотных остатков (D, E) и молекул воды. В 
зависимости от особенностей пространствен-
ной организации активного центра это может 
сопровождаться изменением активности фер-
мента, как это происходит, например, при ак-
тивации некоторых α-амилаз хлоридом [23]. 

 

 

 
Рис. 5. Фторидзависимые активности фракций, различающихся адсорбционными свойствами  

по отношению к нерастворимым и водорастворимым субстратам 
(за 100 % принята активность в контроле):  

a – целлюлазная активность по фильтровальной бумаге (FPA); b – целлюлазная активность по МКЦ; 
c – эндоглюканазная активность отдельных фракций; 

d – эндоглюканазная активность объединенных фракций в сравнении с исходным ферментом 
 

Fig. 5. Fluoride-dependent enzymatic activity of fractions differing in adsorption property, 
in relation to insoluble and water-soluble substrates 
(activity in the control study was accepted for 100%): 

a – cellulase activity by filter paper (FPA); b – cellulase activity by MCC; 
c – endoglucanase activity of individual fractions;  

d – endoglucanase activity of the combined fractions in comparison with the starting enzyme 
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Рис. 6. Электрофорез целлюлазных фракций в сравнении с исходным целлюлазным комплексом: 
М - маркерные белки: 1 – бычий сывороточный альбумин (68 кДа); 2 – холинэстераза(Homo sapiens; 58 кДа);  

3 – Трипсин (24 кДа); 4 – Лизоцим (14 кДа). 
Е – ферментный препарат:  

βG – β-глюкозидаза (целлобиаза); СВН – целлобиогидролазы: 
EG – эндоглюканазы I и II; EGLMW – низкомолекулярные минорные эндоглюканазы 

 

Fig. 6. Electrophoresis of cellulase fractions in comparison with the initial cellulase complex. 
M – marker proteins: 1 – Bovine serum albumin (68 kDa); 2 – Cholinesterase (Homo sapiens; 58 kDa);  

3 – Trypsin (24 kDa); 4 – Lysozyme (14 kDa).  
E – an enzyme preparation;  

βG – β-glucosidase (cellobiase); СВН – cellobiohydrolases:  
EG – main endoglucanases; EGLMW – low molecular weight minor endoglucanases 

 
Механизм влияния фторидов на сорбци-

онный центр менее очевиден. Известно, что 
адсорбция целлобиогидролазы I из T. viride на 
субстрате осуществляется за счет взаимодей-
ствий между тремя остатками тирозина ЦСД и 
остатками глюкозы на поверхности целлюлозы 
[24]. Возможно, в присутствии фторида нару-
шаются «стэкинг»-взаимодействия между аро-
матическими кольцами аминокислот и пи-
ранозными кольцами гликозильных остатков в 
системе «фермент–субстрат», что приводит к 
снижению константы адсорбции целлюлоз. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Ферментный состав хроматографических 

фракций, различающихся аффинностью к цел-
люлозному субстрату, зависимость их активно-
стей от степени кристалличности целлюлозы и 
содержания NaF свидетельствуют о том, что 
фторид может оказывать разнонаправленное 
действие на активность целлюлаз, которое 
определяется соотношением в целлюлазном 
комплексе ферментов с высоким и низким ко-
эффициентом адсорбции на субстрате. Чем 
сильнее эффективность разложения расти-
тельного субстрата зависит от способности 
фермента адсорбироваться на целлюлозе, тем 
ярче проявляется ингибирующее действие 

фторида, и наоборот – гидролиз аморфной 
целлюлозы, не требующий прочного взаимо-
действия ЦСД с субстратом, протекает более 
эффективно в присутствии NaF. В итоге сум-
марный результат будет определяться соста-
вом целлюлазного комплекса, степенью кри-
сталличности целлюлозы и содержанием лиг-
нина в субстрате.  

В литературе уже отмечалось, что интен-
сивность разложения растительных остатков 
не зависит от загрязнения среды соединения-
ми фтора, но на этот процесс влияет состав 
субстрата [25]. С другой стороны, степень кри-
сталличности нативной целлюлозы зависит от 
типа растительной биомассы, увеличиваясь в 
ряду: травянистые растения < древесина < лу-
бяные волокна < хлопковые волокна [17]. По-
этому не исключено, что для нативных целлю-
лазных комплексов, продуцируемых почвен-
ными микромицетами, эффекторная роль фто-
ридов в целом может оказаться положитель-
ной, и это компенсирует снижение скорости 
редукции растительного субстрата, вызванное 
нарушением видовой структуры почвенных 
микоценозов, длительное время обитающих в 
условиях постоянного воздействия аэропром-
выбросов алюминиевых производств.  
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Резюме: Целью настоящей работы являлось изучение влияния сульфата кадмия и сульфата цин-
ка на рост и развитие растений пшеницы мягкой (Triticum aestivum L.) сорта Москвич. Для опреде-
ления физиолого-биохимических показателей проростков и возможности регулирования их устой-
чивостью к действию стрессового фактора проводилась предпосевная обработка семян сали-
цилатом натрия (СNa). Семена пшеницы проращивали в растворе 0,1 мМ СNa в течение 3 суток 
при температуре 21–23 ºС, 16-часовом световом дне (освещеннось – 3000 лк). На 4-е сутки про-
ростки переносили в пластиковые контейнеры, где они продолжали расти в климатической каме-
ре с периодическим поливом растворами солей CdSO4 и ZnSO4  концентрацией 10

-6
–10

-3 
М. На 7-е 

сутки эксперимента у проростков измеряли длину и сырую массу корневой системы и побегов, 
активность перекисного окисления липидов (ПОЛ) и фермента супероксиддисмутазы (СОД) в 
клетках листьев, а также содержание пролина в листьях и корнях проростков пшеницы. Установ-
лено, что для выявления различий в действии ионов кадмия и цинка на растения пшеницы исполь-
зования только биометрических показателей недостаточно. В наших исследованиях показателем 
развития окислительного стресса в клетках проростков пшеницы под действием CdSO4 и ZnSO4 

служило определение активности ПОЛ и содержание пролина. При одних и тех же концентрациях 
солей только CdSO4 способствовал усилению активности ПОЛ и образованию пролина, что могло 
быть сигналом для запуска защитных реакций клетки. Низкая активность СОД в этих условиях – 
это, возможно, результат того, что именно пролин уменьшает образование активных форм кис-
лорода либо путем обрыва каскада свободно-радикальных реакций, либо ингибированием фермен-
та CdSO4. Соль ZnSO4 – менее токсична, так как в диапазоне тех же концентраций не вызывает 
увеличения содержания продуктов ПОЛ и пролина. Действие СNa на эти показатели зависело от 
природы тяжелого металла и интенсивности его действия и производило как про-, так и антиок-
сидантное действие, провоцируя окислительный стресс или защищая от него.  
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Abstract: The objective of this work was to study the effect of cadmium sulfate and zinc sulfate on the 
growth and development of common wheat plants (Triticum aestivum L.) of the Moskvich variety. In order to 
determine the physiological and biochemical parameters of seedlings and the possibility of regulating their 
resistance to the stress factor, preplanting treatment of seeds with sodium salicylate (СNa) was carried out. 
Wheat seeds had been germinating in a solution of 0.1 mM СNa for 3 days at a temperature of 21–23 ºС and 
under a 16-hour daily illumination of 3000 lux illuminance. On the 4th day, the seedlings were transferred to 
plastic containers, where they continued to grow in a climatic chamber under periodic irrigation with solutions 
of CdSO4 and ZnSO4  salts with a concentration of 10

-6
-10

-3 
M. On the 7th day of the experiment, the length 

and fresh weight of the root system and shoots of the seedlings were measured, alongside with the lipid pe-
roxidation (LPO) activity and the enzyme activity superoxide dismutase (SOD) in the cells of the leaves, as 
well as the content of proline in the leaves and roots of wheat seedlings. It has been found that for establish-
ing the differences in the effect of cadmium and zinc ions on wheat plants using only biometric indicators is 
not sufficient. In our studies, the determination of LPO activity and proline content served as an indicator of 
the development of oxidative stress in the cells of wheat seedlings under the influence of CdSO4 and ZnSO4 . 
At the same salt concentrations, only CdSO4 contributed to increased LPO activity and the formation of pro-
line, which could be a signal for triggering the protective reactions of the cell. The low SOD activity under 
these conditions is probably resulting from the fact that it is proline that reduces the formation of reactive ox-
ygen species either by terminating the cascade of free radical reactions or by inhibiting the CdSO4 enzyme. 
ZnSO4 salt is less toxic, since in the same range of concentrations it does not cause an increase in the con-
tent of LPO and proline products. The influence of CNa on these parameters depended on the nature of the 
heavy metal and the strength of its action, and produced both pro- and antioxidant effects, both provoking 
oxidative stress or protecting against it.  
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ВВЕДЕНИЕ 
Цинк и кадмий относят к одной группе хи-

мических элементов – тяжелым металлам 
(ТМ). Общим для этих двух элементов являет-
ся то, что большие дозы цинка и кадмия ока-
зывают токсическое действие на растения, вы-
зывая образование избыточного количества 
активных форм кислорода (АФК). Но если цинк 
является микроэлементом и в качестве компо-
нента ряда ферментных систем участвует в 
клеточном дыхании, фотосинтезе, регулирует 
такие процессы, как жаро-, засухо- и соле-
устойчивость, усиливает рост корневой систе-
мы [1], то кадмий негативно влияет на расте-
ния даже в относительно невысоких концен-
трациях [2, 3]. Показано, что повышение со-
держания кадмия вызывает снижение транс-
пирации, нарушает работу световой и темно-
вой фаз фотосинтеза, уменьшает содержание 
воды в листьях [4, 5]. В организме растений 
АФК выполняют двоякую функцию: с одной 
стороны, они инициируют в клетках окисли-
тельный стресс, а с другой – действуют в каче-
стве сигнальных молекул, запускающих акти-
вацию адаптивных механизмов, повышающих 
устойчивость растений к стрессовому фактору. 
В роли индуктора защитных реакций на дей-
ствие абиотических факторов, в том числе и 

ТМ, участвует салициловая кислота – феноль-
ное соединение со свойствами фитогормона 
[6–8].  

В связи с этим целью настоящей работы 
было сравнительное изучение влияния суль-
фата кадмия и сульфата цинка в широком 
диапазоне концентраций (начиная от мини-
мальных и заканчивая критическими для роста 
и развития растений пшеницы) на физиолого-
биохимические показатели проростков (интен-
сивность перекисного окисления липидов 
(ПОЛ), содержание пролина, активность су-
пероксиддисмутазы (СОД), рост корневой си-
стемы и побега) и возможности регулирования 
их устойчивостью к действию стрессового фак-
тора путем предпосевной обработки семян 
растворимой формой салициловой кислоты – 
салицилатом натрия (СNa).  

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Опыты проводили с 7-суточными пророст-

ками пшеницы мягкой (Triticum aestivum L.) 
сорта Москвич. Семена проращивали на филь-
тровальной бумаге в чашках Петри в растворе 
0,1 мМ СNa в течение 3 суток при температуре 
21–23 ºС, 16-часовом световом дне (освещен-
ность – 3000 лк). Контролем служили семена, 
проращиваемые при поливе дистиллирован-
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ной водой. На 4-е сутки проростки переносили 
в пластиковые контейнеры, где они продолжа-
ли расти в климатической камере с периодиче-
ским поливом дистиллированной водой (кон-
троль) и растворами солей CdSO4 и ZnSO4 

концентрацией 10
-6

–10
-3 

М. На 7-е сутки экспе-
римента действие CdSO4 и ZnSO4 на проростки 
пшеницы оценивали по длине и сырой массе 
корневой системы и побегов, по активности 
ПОЛ и фермента СОД в листьях, содержанию 
пролина в листьях и корнях. 

Об интенсивности ПОЛ судили по содер-
жанию вторичного продукта ПОЛ – малонового 
диальдегида (МДА), который в кислой среде и 
при высокой температуре образует окрашен-
ный комплекс с тиобарбитуровой кислотой с 
максимумом поглощения при 532 нм [9]. Экс-
тракцию и определение свободного пролина 
осуществляли нингидриновым методом [10]. 
Определение активности СОД проводили по 
методу, основанному на способности фермен-
та ингибировать фотохимическое восстанов-
ление нитросинего тетразолия [11]. Для изуче-
ния влияния CdSO4 и ZnSO4 на ростовые про-
цессы в каждой из групп измеряли длину и сы-
рую массу побега и корневой системы. В таб-
лицах и рисунках приведены средние арифме-

тические значения и их стандартные ошибки 
по трем независимым опытам. Достоверность 
различий оценивали по критерию Стьюдента 
при 5%-м уровне значимости.  

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Результаты опытов по влиянию солей ТМ 

на рост и накопление биомассы проростков 
пшеницы мягкой сорта Москвич представлены 
в табл.1 и 2. Было установлено, что CdSO4 не 
влиял на рост растений, за исключением кор-
невой системы, где линейные размеры главно-
го корня при концентрации соли 10

-6
–10

-5 
М 

были достоверно выше контрольных значений 
(см. табл. 1). Концентрация CdSO4 10

-4
М и в 

большей степени 10
-3 

М оказали токсическое 
действие на растения пшеницы, что проявля-
лось в подавлении роста и накоплении био-
массы [12, 13].  

При добавлении в среду выращивания 
ZnSO4 динамика изменений изучаемых пара-
метров роста побега и корня отличалась. Если 
при всех концентрациях ZnSO4 не влиял на 
длину и массу побега, то по мере увеличения 
концентрации соли с 10

-6 
М до 10

-3 
М линейные 

размеры и масса корневой системы монотонно 
уменьшались на 17 и 50 % соответственно.  

 
Таблица 1 

Влияние CdSO4 на ростовые показатели 7-дневных проростков пшеницы, 
выросших из семян, обработанных растворами CNa (0,1 мМ) 

Table 1 
Effect of CdSO4 on the growth rates of 7-day-old wheat seedlings 

grown from seeds treated with CNa solutions (0.1 mM) 
 

 

Концентрация 
CdSO4,М 

Масса, мг Длина, мм 

без CNa 0,1 мМ CNa без CNa 0,1 мМ CNa 

Побег 

Дистиллированная вода 79±3,1 80±1,9 152±2,5 159±1,9 
10

-6
 88±3,0 96±2,3** 159±3,0 173±2,3*

,
** 

10
-5

 81±3,3 86±4,1 158±3,3 167±4,1* 
10

-4
 66±3,3* 63±2,4** 137±3,3* 141±2,4* 

10
-3

 58±2,4* 67±1,2*
,
** 125±2,4* 121±1,2* 

 Корень 

Дистиллированная вода 48±3,7 57±3,8 137±2,7 148±3,0** 

10
-6

 50±3,2 60±3,7 152±4,5* 151±4,4 
10

-5
 56±2,5 60±2,5 152±2,7* 161±3,7* 

10
-4

 51±2,2 51±1,7 102±5,0* 120±3,9*
,
** 

10
-3

 24±2,8* 29±0,8* 71±2,0* 59±1,9*
,
** 

Примечание к табл. 1–4 и к рис.1–4. Представлены данные – среднее арифметическое опытов с их стан-
дартными ошибками;  
* – статистически достоверные различия при P ≤ 0,05 по сравнению с исходным уровнем; 
** – статистически достоверные различия при P ≤ 0,05 по сравнению с той же серией опытов, но после обра-
ботки 0,1 мМ CNa. 
Comments to tables 1-4 and to figures 1-4: 
The data presented are the arithmetic mean of experiments with their standard errors; 
*- statistically significant differences at P ≤ 0.05 compared with the initial level; 
** - statistically significant differences at P ≤ 0.05 compared with the same series of experiments, but after treatment with 
0.1 mM CNa. 
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Таблица 2 
Влияние ZnSO4 на ростовые показатели 7-дневных проростков пшеницы, 

выросших из семян, обработанных растворами CNa (0,1 мМ) 
Table 2 

Effect of ZnSO4 on the growth rates of 7-day-old wheat seedlings 
grown from seeds treated with CNa solutions (0.1 mM) 

 

Концентрация 
ZnSO4 (М) 

Масса, мг Длина, мм 

без CNa 0,1 мМ CNa без CNa 0,1 мМ CNa 

Побег 

Дистиллированная вода 79±3,1 80±1,9 152±2,5 159±2,9 
10

-6
 81±1,8 80±1,6 156±2,2 158±1,6 

10
-5

 81±2,0 79±1,8 155±2,4 158±1,5 
10

-4
 77±1,5 76±1,7 152±2,0 155±2,2 

10
-3

 78±1,6 77±1,6 150±1,9  145±1,4* 
 Корень 

Дистиллированная вода 48±3,7 57±3,8 137±2,7 148±3,0** 
10

-6
 40±1,4 44±1,2 139±2,9 150±2,4** 

10
-5

 42±1,1 41±1,4 130±2,1  135±2,7* 
10

-4
 43±1,2 48±1,5 92±1,6*    101±2,8*

,
** 

10
-3

  24±0,8*  26±1,1* 44±1,6*   47±1,8* 

 
Таким образом, результаты, полученные 

относительно различной ответной реакции по-
бегов и корней на действие ионов кадмия и 
цинка, подтверждают имеющиеся литератур-
ные данные о большей токсичности кадмия по 
сравнению с цинком. Также показано, что за-
висимость доза-эффект для CdSO4, но не для 
ZnSO4, носит немонотонный характер, когда 
низкие концентрации соли стимулируют, а вы-
сокие – подавляют рост и накопление биомас-
сы проростков. 

Растения пшеницы, обработанные CNa и 
далее подвергнутые действию солей ТМ, сла-
бо, но реагировали на CdSO4 и ZnSO4  
(см. табл. 1, 2). В присутствии CdSO4 CNa ока-
зывал протекторное действие в концентрации 
10

-3 
М на массу побегов и при концентрации  

10
-4 

М – на длину корней, способствуя росту и 
накоплению биомассы проростков в большей 
степени, чем при действии только CdSO4. В 
случае ZnSO4 CNa оказывал протекторное 
действие только при концентрации 10

-4 
М, сти-

мулируя рост корневой системы проростков.  
Известно, что в основе стрессорных реак-

ций растений при действии ТМ лежит возник-
новение окислительного стресса. В качестве 
индикаторного показателя его развития в клет-
ках растений используют определение актив-
ности ПОЛ.  

При действии на растения CdSO4 в кон-
центрации 10

-6
–10

-3 
М уровень МДА в листьях 

растений увеличивался в 1,1–1,2 раза, дости-
гая максимального и достоверного значения по 
сравнению с контролем при концентрации соли 
10

-3 
М (рис. 1). В случае ZnSO4 все дозы ме-

талла не влияли на интенсивность ПОЛ, со-
держание МДА колебалось вокруг контрольных 
значений (рис. 2). Обнаруженные различия в 

активности ПОЛ при действии солей кадмия и 
цинка в возрастающих концентрациях также 
подтверждают многочисленные литературные 
данные о большей токсичности кадмия по 
сравнению с цинком [14].  

Обработка СNa не повлияла на уровень 
ПОЛ в листьях контрольных растений, но из-
менила его после обработки солями ТМ. В 
случае действия низких концентраций CdSO4 
наблюдалось достоверное снижение содержа-
ния МДА по сравнению с той же серией опы-
тов, но без обработки СNa. В присутствии  
10

-3 
М CdSO4 СNa способствовал еще боль-

шему усилению ПОЛ.  
Совместное действие СNа и ZnSO4 не 

влияло на процессы ПОЛ, за исключением 
концентрации ZnSO4 10

-3 
М, когда присутствие 

СNa способствовало значительному и досто-
верному снижению на 25 % содержания МДА в 
листьях пшеницы по сравнению со значения-
ми, полученными только при действии ZnSO4, 
и на 22 % по сравнению с теми, где проростки 
подвергались действию только CNa. 

Активация ПОЛ может служить сигналом 
для запуска защитных реакций клетки. Одной 
из неспецифических реакций в ответ на дей-
ствие неблагоприятных факторов, в том числе 
и ТМ, является повышение содержания сво-
бодного пролина – вещества, обладающего 
полифункциональным действием: пролин от-
вечает за антиоксидантные, осмопротектор-
ные, шаперонные, сигнально-регуляторные и 
другие функции [15, 16].  

Результаты исследования влияния кадмия 
и цинка на содержание свободного пролина в 
листьях проростков пшеницы представлены в 
табл. 3 и 4. Стресс-зависимую аккумуляцию 
пролина оценивали после 4 суток выращива-
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ния растений в присутствии CdSO4 и ZnSO4. 
Начиная с концентрации CdSO4 10

-5 
М проис-

ходило увеличение эндогенного пролина, ко-
торое было тем более значительным, чем вы-
ше была концентрация кадмия в среде выра-

щивания. Максимальное содержание пролина 
наблюдалось при концентрации соли 10

-3 
М: в 

листьях и корнях оно было выше контрольных 
значений соответственно в 2,6 и 3,9 раза.  

 

 
Рис. 1. Влияние CdSO4 на активность ПОЛ в листьях 7-дневных проростков пшеницы 

после 3-дневной экспозиции семян в растворе CNa (0,1 мМ) 
 

Fig. 1. Effect of CdSO4 on activity of lipid peroxidation in leaves of 7-day-old wheat seedlings 
after 3 days exposure of seeds in CNa solution (0.1 mM) 

 

 
 

Рис. 2. Влияние ZnSO4 на активность ПОЛ в листьях 7-дневных проростков пшеницы 
после 3-дневной экспозиции семян в растворе CNa (0,1 мМ) 

 

Fig. 2. Effect of ZnSO4 on activity of lipid peroxidation in leaves of 7-day-old wheat seedlings 
after 3 days exposure of seeds in CNa solution (0.1 mM) 
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Таблица 3 
Влияние CdSO4 на содержание пролина (мкМ/г сырой массы) в листьях и корнях 7-дневных 

проростков пшеницы после 3-дневной экспозиции семян в растворе CNa (0,1 мМ) 
Table 3 

Effect of CdSO4 on the proline content (μM / g wet weight) in the leaves and roots of 7-day-old wheat 
seedlings after 3-day exposure of seeds in CNa solution (0.1 mM) 

 

Концентрация CdSO4 (М) 
Листья Корни 

без CNa 0,1 мМ CNa без CNa 0,1 мМ CNa 

Дистиллированная вода 1,46±0,05 1,43±0,05 1,39±0,08 1,49±0,06 
10

-6
 1,50±0,10 1,30±0,07  1,61±0,04* 1,43±0,06 

10
-5

  1,69±0,04* 1,59±0,06  1,98±0,06* 1,30±0,16 
10

-4
  2,73±0,06*      6,22±1,65*

,
**  2,52±0,02*      5,00±0,34*

,
** 

10
-3

  3,78±0,21*      7,04±0,14*
,
**  5,36±0,46*      7,44±0,25*

,
** 

 
Таблица 4 

Влияние ZnSO4 на содержание пролина (мкМ/г сырой массы) в листьях и корнях 7-дневных 
проростков пшеницы после 3-дневной экспозиции семян в растворе CNa (0,1 мМ) 

Table 4 
Effect of ZnSO4 on the proline content (μM / g wet weight) in the leaves and roots of 7-day-old wheat 

seedlings after 3-day exposure of seeds in CNa solution (0.1 mM) 
 

Концентрация ZnSO4 (М) 
Листья Корни 

без CNa 0,1 мМ CNa без CNa 0,1 мМ CNa 

Дистиллированная вода 1,46±0,05 1,43±0,05 1,39±0,08 1,49±0,06 
10

-6
 1,46±0,03     1,24±0,05*

,
** 1,34±0,10   1,24±0,01** 

10
-5

  1,30±0,03* 1,25±0,04 1,51±0,16 1,25±0,16 
10

-4
 1,35±0,03 1,34±0,04 1,52±0,07     1,19±0,03*

,
** 

10
-3

 1,34±0,04      1,24±0,04*
,
**  2,40±0,20*   1,57±0,15** 

 

Изменение содержания пролина в листьях 
проростков при действии ZnSO4 коррелирова-
ло с изменениями содержания МДА, когда  
с увеличением концентрации соли содержание 
аминокислоты снижалось, но не достигало  
достоверного уровня различий. Напротив,  
в клетках корневой системы с увеличе- 
нием концентрации соли увеличивалось  
и содержание пролина, которое при концен-
трации ZnSO4 10

-3 
М было в 1,7 раза выше кон-

трольного значения.  
Обнаруженные различия в содержании 

пролина в присутствии СNa зависели от при-
роды металла и его концентрации. Так, при 
концентрациях CdSO4 10

-5 
М и ниже СNa спо-

собствовал уменьшению аккумулирования 
пролина, а при концентрациях 10

-4 
М и выше – 

вызывал прооксидантный эффект, способствуя 
еще большему образованию аминокислоты по 
сравнению с действием только CdSO4. 

CNa в растениях, подвергнутых действию 
ZnSO4, напротив, оказывал влияние как анти-
оксидант при всех концентрациях соли, снижая 
образование пролина в листьях и корнях пше-
ницы.  

Важную роль в защите клеток растений от 
АФК играет фермент СОД. Согласно литера-
турным данным, салициловая кислота обеспе-
чивает формирование адаптивных реакций 

растений путем изменения активности ряда 
ферментов, в том числе СОД, превращающего 
супероксидный анион-радикал в стабильную 
АФК-форму – пероксид водорода, который, в 
свою очередь, осуществляет передачу стрес-
сового сигнала в геном клетки [17–19]. 

Полученные данные показывают, что раз-
личий в интенсивности работы фермента меж-
ду опытными и контрольными вариантами при 
действии CdSO4 обнаружено не было (рис. 3). 
В присутствии же ZnSO4 наблюдалась иная 
картина (рис. 4), когда с увеличением концен-
трации соли активность СОД увеличивалась, а 
при концентрации ZnSO4 10

-3
М она была 

наибольшей (в 1,6 раза выше контрольных 
значений). 

По-видимому, в случае действия CdSO4 
причиной снижения активности СОД может 
быть нейтрализация пролином избыточного 
количества супероксидного радикала, являю-
щегося индуктором фермента, или высокая 
чувствительность цитозольной изоформы 
Cu,Zn-CОД к действию кадмия, но не цинка.  

СNa в опытах с CdSO4 повышал актив-
ность СОД тем больше, чем выше была кон-
центрация соли, и, напротив, в случае с ZnSO4 
активность СОД снижалась до уровня кон-
троля.  
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Рис. 3. Влияние CdSO4 на активность СОД (усл. ед/мг сырой массы) в листьях пшеницы,  
выросших из семян, обработанных раствором CNa (0,1 мМ) 

 

Fig. 3. Effect of CdSO4 on SOD activity (conventional units / mg wet weight) in wheat leaves grown  
from seeds treated with CNa solution (0.1 mM) 

 

 
 

Рис. 4. Влияние ZnSO4 на активность СОД (усл.ед/мг сырой массы) в листьях пшеницы, выросших из семян,  
обработанных раствором CNa (0,1мМ) 

 

Fig. 4. Effect of ZnSO4 on SOD activity (conventional units / mg wet weight) in wheat leaves grown  
from seeds treated with a CNa solution (0.1 mM) 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ  
Проведенные исследования позволили 

установить, что растения пшеницы сорта 
Москвич положительно реагировали на при-
сутствие в среде выращивания соли CdSO4 в 
концентрациях 10

-6–
10

-4 
М. Более высокие кон-

центрации CdSO4 и ZnSO4 ингибировали рост 
побегов и особенно корней. Поэтому для вы-
явления различий в действии ионов Сd

2+
 и Zn

2+ 

использовать только биометрические показа-
тели проростков пшеницы недостаточно.  

Исходя из данных, полученных по изуче-

нию активности ПОЛ, СОД и содержания про-
лина, можно сделать вывод о том, что кадмий 
является более токсичным металлом, присут-
ствие которого в среде выращивания стимули-
рует процессы ПОЛ. Высокое содержание про-
лина и низкая активность СОД при действии 
CdSO4 свидетельствуют о том, что именно 
пролин путем обрыва каскада свободно-
радикальных реакций, запускаемых суперок-
сид-радикалом, пероксид-радикалом или гид-
роксил-радикалом, уменьшает содержание 
АФК [20]. Низкий уровень активности СОД в 
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этих условиях может быть обусловлен ингиби-
рованием фермента CdSO4.  

ZnSO4 – соль менее токсичного металла, в 
диапазоне концентраций 10

-6
–10

-3 
М не вызы-

вает стресса у растений, о чем свидетельству-
ет низкое содержание продуктов ПОЛ и проли-
на в листьях пшеницы. Увеличение активности 
СОД может быть обусловлено активированием 
фермента ионами цинка цитозольной изофор-
мы СОД – СuZn-СОД.   

Предпосевная обработка пшеницы рас-
твором CNa и последующее действие ТМ при-
водило к изменению существующего в опти-
мальных условиях внутриклеточного баланса 
между скоростью образования и разрушения 
АФК. CNa в зависимости от природы ТМ и ин-
тенсивности его действия производил про- или 
антиоксидантное действие, провоцируя окис-
лительный стресс или защищая от него.
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Резюме: Зачастую растения подвергаются воздействию резкого изменения климатических усло-
вий, которые пагубно отражаются на урожае. Перспективным направлением для снижения нега-
тивного воздействия абиотических факторов на растения является применение препаратов 
кремния. Целью данной работы являлось получение кремнийорганических удобрений и их апроба-
ция при моделировании абиотических стрессов для растений яровой пшеницы. За основу получе-
ния новых кремнийорганических удобрений с защитными свойствами были взяты органические 
удобрения, разработанные во Всероссийском научно-исследовательском институте мелиориро-
ванных земель: компост многоцелевого назначения (КМН) и продукт ферментации (ПФ). Новые 
кремнийорганические удобрения получали путем добавления метасиликата натрия в КМН и ПФ на 
стадии их дозревания в количестве 3 и 5 % масс. по SiO2. Растворение метасиликата сопровож-
далось активными процессами щелочного гидролиза, аммонификации и нитрификации, в резуль-
тате которых повышалось содержание нитратов, гуминовых кислот и соединений кремния в го-
товых кремнийорганических удобрениях. Апробация новых кремнийорганических удобрений прово-
дилась в лабораторном эксперименте путем моделирования водных стрессов (острый недоста-
ток влаги и избыточная увлажненность почвы) для растений яровой пшеницы сорта Иргина. В 
целом наибольшая положительная реакция растений отмечена при использовании удобрений, со-
держащих 3 % SiO2. В вариантах с внесением новых удобрений имитирование острого недостатка 
влаги привело к развитию более мощных растений, характеризующихся незначительным измене-
нием длины проростков на фоне достоверного увеличения их массы (в среднем на 7–10 % относи-
тельно исходных ПФ и КМН, не обогащенных кремнием). Моделирование условий избыточной 
влажности почвы в этих вариантах способствовало увеличению всех биометрических показате-
лей в среднем на 6–11 % относительно исходных ПФ и КМН. Полученные кремнийорганические 
удобрения призваны уменьшать негативные абиотические воздействия на растения. 
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Abstract: Under adverse climatic conditions, plants are often exposed to abrupt changes that negatively 
impact on crop yields. In this connection, a promising direction for reducing the negative impact of abiotic 
factors on plants consists in the use of silicon preparations. The present study is aimed at the synthesis of 
organosilicon fertilisers for spring wheat plants and their testing by means of abiotic stress modelling. As the 
basis for the synthesis of new organosilicon fertilisers with protective properties, the multipurpose compost 
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(KMN) and fermentation product (PF) developed at the All-Russia Research Institute of Reclaimed Lands 
were selected. New organosilicon fertilisers were obtained by adding sodium metasilicate in KMN and PF at 
the aging stage in amounts of 3 and 5 % mass. SiO2 respectively. The dissolution of metasilicate was ac-
companied by active processes of alkaline hydrolysis, ammonification and nitrification, resulting in the in-
creased content of nitrates, humic acids and silicon compounds in the finished organosilicon fertilisers. The 
testing of the obtained fertilisers was carried out in a laboratory experiment by modelling water stresses 
(acute lack of moisture and excessive soil moisture) for spring wheat plants of the Irgina breed. In general, 
the most significant positive reaction of plants was observed for fertilisers containing 3 % mass. of SiO2. In 
the cases of treatment with new fertilisers, imitation of an acute lack of moisture led to the development of 
more powerful plants characterised by a slight change in the length of the seedlings against the background 
of a significant increase in their mass (on average, by 7–10 % relative to the initial PF and KMN not enriched 
in silicon). Modelling of excess soil moisture in these cases contributed to an increase in all biometric indica-
tors by an average of 6–11 % relative to the initial PF and KMN. Consequently, the obtained organosilicon 
fertilisers were experimentally shown to reduce negative abiotic effects on plants. 
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mass 
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ВВЕДЕНИЕ 
Нестабильные погодные условия, связан-

ные с резким похолоданием, засухой, пролив-
ными дождями, малоснежными зимами явля-
ются стрессовыми факторами для растений, 
которые отрицательно влияют на их рост, раз-
витие и в конечном итоге пагубно сказываются 
на урожае. В связи с этим актуальное значение 
приобретает усиление компенсаторной спо-
собности сельскохозяйственных культур с це-
лью повышения адаптации растений к внеш-
ним условиям. Одним из перспективных реше-
ний в данном направлении является примене-
ние антидепрессантов и иммуномодулирую-
щих препаратов, к которым относятся различ-
ные синтетические и природные препараты, в 
том числе содержащие кремний. Потенциал 
кремния привлекает внимание ученых всего 
мира [1–3]. 

В качестве кремниевых удобрений ис-
пользуют некоторые горные породы (диатоми-
ты и цеолиты), кремниевую кислоту и ее соль 
(метасиликат натрия), а также аморфный ди-
оксид кремния [4–8]. Природные источники 
кремния вносят при предпосевной обработке 
почвы как отдельно, так и в смеси с органиче-
ским носителем (торф, навоз, помет, сапро-
пель). Такие органоминеральные удобрения 
обеспечивают растения полноценным набором 
макро- и микроэлементов, способствуя повы-
шению адаптации растений к изменяющимся 
условиям среды, что выражается в существен-
ной прибавке урожая сельскохозяйственных 
культур [9–11]. 

Синтетический кремний используют чаще 
всего для обработки семян перед посевом и 

некорневой обработки растений, что оказывает 
существенное влияние на содержание азота и 
фотосинтетических пигментов в растениях и 
способствует поддержанию продуктивности 
растений в стрессовых условиях на высоком 
уровне [12–14]. Существует ряд коммерческих 
жидких препаратов, содержащих в своем со-
ставе кремний, – Силиплант, Мивал-Агро, ЭкSi 
и др., положительный эффект от применения 
которых довольно высок [15–17]. 

Изучено, что, участвуя в физиологии рас-
тений, кремний способствует укреплению сте-
нок эпидермальных клеток, обеспечивая жест-
кость различных органов растения и предот-
вращая тем самым полегание культуры [1, 14, 
15]. Оптимизация кремниевого питания расте-
ний приводит к развитию более мощной корне-
вой системы, увеличению площади листьев, 
усилению фотосинтетических и ферментатив-
ных процессов в листьях [3, 12, 14, 18].  

Таким образом, оценивая имеющиеся 
научные наработки, следует подчеркнуть, что 
применение кремния в технологиях возделы-
вания сельскохозяйственных растений позво-
ляет повысить их устойчивость к стрессовым 
условиям, результатом чего являются высокие 
урожаи культур. 

Целью данной работы являлось получе-
ние новых кремнийорганических удобрений и 
их апробация при моделировании абиотиче-
ских стрессов для растений яровой пшеницы. 

 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
За основу получения новых кремнийорга-

нических удобрений с защитными свойствами 
были взяты два органических удобрения, раз-
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работанные во Всероссийском научно-
исследовательском институте мелиорирован-
ных земель (ВНИИМЗ): компост многоцелевого 
назначения (КМН) и продукт ферментации 
(ПФ). КМН получают аэробной твердофазной 
ферментацией органического сырья (птичьего 
помета, навоза КРС и торфа, патент РФ 
2598041), ПФ – аэробно-анаэробной твердо-
фазной ферментацией навоза КРС и торфа 
(патент РФ 2365568). Оба удобрения имеют 
рассыпчатую структуру, в своем составе со-
держат различную микрофлору, элементы пи-
тания, физиологически активные вещества и 
характеризуются санитарно-эпидемиологичес-
кой чистотой.  

Исходная характеристика удобрений КМН 
и ПФ, применяемых в данном исследовании: 

КМН:  

 влажность – 60 %;  

 Nобщ – 1,97±0,07 % а.с.в.;  

 Р2О5 – 2,26±0,11 % а.с.в.;  

 К2О – 1,93±0,08 % а.с.в.;  

 С – 21,5±1,3 %;  

 рНKCl – 6,08±0,03;  

 общее микробное число (ОМЧ) –  

5–610
8 
КОЕ/г; 

ПФ:  

 влажность – 63 %;  

 Nобщ – 1,13±0,04 % а.с.в.;  

 Р2О5 – 1,70±0,09 % а.с.в.;  

 К2О – 1,4 ±0,08 % а.с.в.;  

 С – 29,0±1,6 %;  

 рНKCl – 6,77±0,05;  

 ОМЧ – 7–810
8 
КОЕ/г. 

В качестве источника кремния использо-
вали водорастворимую соль кремния – мета-
силикат натрия (Na2SiO3×5H2O), с содержани-
ем оксида кремния (SiO2) 28 %. 

Получение новых кремнийорганических 
удобрений осуществляли путем добавления 
метасиликата натрия в КМН и ПФ на стадии их 
дозревания: в удобрения вносили метасиликат 
натрия, тщательно перемешивали и оставляли 
до полного растворения последнего, затем 
снова тщательно перемешивали. Дозы вноси-
мого метасиликата натрия определяли, опира-
ясь на литературные данные, с учетом выноса 
кремния (в виде SiO2) растениями из почвенно-
го раствора. Исследовали по два образца 
кремнийорганических удобрений на осно- 
ве КМН и ПФ – с содержанием 3 и 5 % масс. 
SiO2, что соответствовало соотношению  
КМН или ПФ к метасиликату натрия 1:0,11 и 
1:0,18 (масс.). Образцы новых кремнийоргани-
ческих удобрений получали дважды. Каждая 
полученная партия анализировалась на ряд 
агрохимических и биохимических показателей 
в трехкратной аналитической повторности: 
рНKCl (ГОСТ 27979-88); содержание общего 

азота (ГОСТ 26715-85), нитратов (ГОСТ 
27753.7-88) и гуминовых кислот (ГОСТ 9517-
94); величину дегидрогеназной активности 
(Методы почвенной микробиологии и биохи-
мии, под ред. Д.Г. Звягинцева, 1991). Стати-
стическую обработку полученных данных про-
водили, используя элементы вариационной 
статистики: среднеарифметические значения и 
стандартные отклонения конкретных показате-
лей (объем выборки n = 6). 

Каждую из двух партий новых кремнийор-
ганических удобрений апробировали в лабора-
торном эксперименте по выращиванию расте-
ний яровой пшеницы сорта Иргина в условиях 
моделирования стрессовых факторов. Для это-
го подготовленную дерново-подзолистую поч-
ву, имеющую агрохимическую характеристику 
– рНKCl – 4,36±0,03; P2O5 – 222±13 мг/кг;  
K2O – 145±9 мг/кг; Nлг. – 58±3 мг/кг; гумус – 
3,0±0,2 %, раскладывали в пластиковые кон-
тейнеры по 150 г и увлажняли до оптимальной 
влажности – 70 % от НВ. В почву вносили но-
вые кремнийорганические удобрения, а также 
исходные КМН и ПФ из расчета 12 т/га (со-
гласно указаниям по применению КМН для 
данной культуры по ТУ 9841-003-00668732-
2011). В каждый контейнер сеяли по 21 шт. се-
мян яровой пшеницы (3 рядка по 7 семян), 
дезинфицированных 1%-м раствором марган-
цевокислого калия. В качестве препарата 
сравнения использовали метасиликат натрия в 
количестве, равном его внесению с соответ-
ствующими новыми удобрениями. Контролем 
служил вариант без удобрения. Выращивание 
растений яровой пшеницы проводили в тече-
ние 2 недель. Для каждой партии новых крем-
нийорганических удобрений эксперимент за-
кладывали в трехкратной повторности. 

Моделировали следующие стрессовые 
факторы: 

– острый недостаток влаги (засуха), кото-
рый имитировали путем прекращения полива 
растений на 5-е сутки после посева; стресс 
продолжали до начала увядания растений, 
затем почву увлажняли до 70 % от НВ; 

– избыточное увлажнение в фазу всходов 
(на 5-е сутки после посева) путем дополни-
тельного полива; стресс имитировали до обра-
зования неисчезающего слоя воды на поверх-
ности почвы. 

Был предусмотрен блок вариантов выра-
щивания яровой пшеницы без водного стресса, 
в котором поддерживали заданный уровень 
влажности почвы.  

Оценку эффективности новых кремнийор-
ганических удобрений проводили путем опре-
деления длин проростков, сырой и сухой мас-
сы растений.  

Статистическая обработка полученных ре-
зультатов (объем выборки n = 126) включала 
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определение среднеарифметических значений 
показателей, проведение однофакторного дис-
персионного анализа с вычислением НСР при 
5 %-м уровне значимости и ошибки опыта Р. 

Статистическую обработку эксперимен-
тальных данных проводили с помощью пакета 
программ Microsoft Exсel 2003 и STATGRA-
PHICS Centurion XVI.II.  

 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Основу получения новых кремнийоргани-

ческих удобрений составляло взаимодействие 
органических удобрений КМН и ПФ на стадии 
дозревания с метасиликатом натрия, что со-
провождалось растворением последнего с об-
разованием оксида кремния и щелочи: 

 

Na2SiO3 + H2O → NaOH + SiO2 + H2O. 
 

В результате происходило ощелачивание 
получаемых кремнийорганических удобрений: 
уже через сутки наблюдалось повышение во-
дородного показателя до 12, а спустя месяц 
произошла стабилизация продукта, и значение 

рН установилось на уровне 10 (табл. 1). 
Резкое изменение уровня рН приводило к 

щелочному гидролизу, в результате которого 
произошло значительное увеличение содер-
жания гуминовых кислот в кремнийорганиче-
ских удобрениях. На рис. 1 представлено со-
держание гуминовых кислот в удобрениях в 
виде среднеарифметических значений со 
стандартным отклонением, n = 6. 

Известно, что гуминовые кислоты способ-
ны снижать влияние на растения абиотических 
стрессов, в частности, засухи, заморозков [19, 
20]. В данном случае они выступают как транс-
портный насос, связываясь с необходимыми 
элементами питания и облегчая их проникно-
вение в растения. 

С увеличением дозы введенного метаси-
ликата натрия количество гуминовых кислот 
возрастало, целом их содержание было боль-
ше в новых удобрениях на основе ПФ, макси-
мальное содержание отмечали при внесении 
5 % SiO2 – 13,38 %. 

Таблица 1 
Агрохимическая характеристика удобрений 

Table 1 
Agrochemical characteristics of fertilizers 

 

Вариант 
удобрения 

рН Nобщ, % 
NO3, мг/кг в пересчете 

на с.в. 

1 сут. 1 мес. 1 сут. 1 мес. 1 сут. 1 мес. 

КМН 6,08±0,03 6,13±0,02 1,97±0,07 2,25±0,11 1842±124 2083±129 
КМН + 3 % SiO2 12,12±0,03 10,08±0,02 1,64±0,06 1,73±0,04 2218±146 2612±96 
КМН + 5 % SiO2 12,69±0,05 10,16±0,03 1,49±0,06 1,95±0,07 2512±106 2712±118 

ПФ 6,77±0,05 6,53±0,03 1,13±0,04 1,23±0,07 545±41 629±50 
ПФ + 3 % SiO2 12,07±0,04 9,93±0,05 1,04±0,04 1,07±0,03 1163±79 1273±112 
ПФ + 5 % SiO2 12,76±0,03 10,24±0,04 0,88±0,02 1,11±0,03 1395±75 1485±107 

Примечание. Представлены среднеарифметические значения показателей со стандартным отклонением,  
n = 6. 

 

 
 

Рис. 1. Содержание гуминовых кислот в удобрениях 
 

Fig. 1. Humic acid content in fertilizers 
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Помимо этого взаимодействие исходных 
КМН и ПФ (здесь и далее под исходными КМН 
и ПФ подразумеваются органические удобре-
ния КМН и ПФ, необогащенные кремнием) с 
метасиликатом натрия сопровождалось рез-
кимзапахом аммиака, что свидетельствовало 
об активно идущих процессах аммонификации. 
Проведенный на следующий день после сме-
шивания агрохимический анализ показал, что в 
новых удобрениях снизилось содержание об-
щего азота по сравнению с исходными КМН и 
ПФ, но при этом возросло количество нитратов 
(см. табл. 1). Это свидетельствовало о том, что 
часть аммонийного азота, образовавшаяся в 
процессе аммонификации, участвовала в про-
цессе нитрификации, а часть – улетучивалась. 

Известно, что в основе нитрификации ле-
жит дегидрирование аммиака, осуществляе-
мое ферментом дегидрогеназой

1
. Активность 

указанного фермента в исследуемых удобре-
ниях резко увеличивалась. В новых удобрени-
ях на основе КМН дегидрогеназная активность 
возрастала с 3,5±0,2 до 33,2±1,4 мг ТФФ/г/24 ч 
и 38,1±1,6 мг ТФФ/г/24 ч (для 3 и 5 масс. % со-
ответственно), а в удобрениях на основе ПФ – 
с 5,6±0,3 до 33,6±1,3 мг ТФФ/г/24 ч при добав-
лении 3 % масс. SiO2 и до 44,2±1,5 мг ТФФ/г/24 
ч при добавлении 5 % масс.SiO2.  

В результате происходящих в удобрениях 
процессов трансформации снижение содержа-
ния общего азота обратно пропорционально 
зависело от количества добавленного оксида 
кремния – от 5 % масс. снижение было боль-
ше, чем от 3 %, и наоборот, количество нитра-
тов увеличивалось с возрастанием дозы мета-
силиката (см. табл. 1).  

Поскольку технологии производства КМН 
и ПФ несколько отличаются, и изначально при 
получении КМН использовался куриный помет, 
содержание общего азота и, в частности, нит-
ратов, в КМН было существенно выше, чем в 
ПФ. При этом в кремнийорганических удобре-
ниях на основе ПФ отмечали более значитель-
ное увеличение (~ в 2,0–2,5 раза) содержания 
нитратов по сравнению с 30 %-м их приростом 
при получении новых удобрений на основе 
КМН. Повышение содержания нитратов усили-
вает защитные свойства получаемых удобре-
ний, поскольку нитраты являются важнейшим 
компонентом питания культур и позволяют 
растениям легче перенести негативное воз-
действие стрессовых факторов. 

Корреляционный анализ подтвердил,  
что при получении кремнийорганических  
удобрений как на основе КМН, так и на основе 
ПФ содержание нитратов находилось в линей-
ной зависимости от дегидрогеназной активно-
сти, коэффициент корреляции составлял  

r = 0,99 (при р ˂ 0,05). 
Таким образом, введение в исходные ор-

ганические удобрения КМН и ПФ метасиликата 
натрия усиливало процессы аммонификации и 
нитрификации, способствовало ощелачиванию 
удобрений. В результате были получены крем-
нийорганические удобрения с повышенным 
содержанием нитратов, гуминовых кислот и 
соединений кремния. При стрессе у растений 
запускается ряд биохимических реакций, 
направленных на снижение негативных воз-
действий, требующих дополнительных затрат 
на питание и энергию, которые и призваны 
компенсировать полученные удобрения. 

Эффективность воздействия на растения 
новых кремнийорганических удобрений целе-
сообразно оценивать, сравнивая варианты их 
применения с соответствующими вариантами 
внесения исходных КМН и ПФ. Предваряя де-
тальный анализ полученных результатов, 
необходимо отметить, что применение КМН и 
новых удобрений на его основе способствова-
ло более высоким значениям всех исследуе-
мых биометрических показателей яровой пше-
ницы, что, вероятнее всего, связано с повы-
шенным содержанием нитратов в указанных 
удобрениях. 

Без моделирования стрессовых воздей-
ствий внесение кремнийорганических удобре-
ний привело к улучшению биометрических по-
казателей пшеницы, особенно сырой массы 
проростков. Новые удобрения на основе ПФ 
показали наиболее существенное увеличение 
данного показателя – 9–10 %, по отношению к 
исходному ПФ. В соответствующих вариантах 
наблюдалось увеличение и сухой массы про-
ростков, но достоверной разницы между но-
выми удобрениями и исходными не отмечали. 
Значительные приросты сырой массы по срав-
нению с сухой можно объяснить тем, что в 
растительной клетке кремний образует гидро-
фильные силикатно-галактозные комплексы, 
связывающие свободную воду и тем самым 
повышающие водоудерживающую способ-
ность клетки и растения в целом [1, 3]. Иссле-
дованные биометрические показатели про-
ростков пшеницы представлены в табл. 2, где 
приняты сокращения: оптим. влажн. (опти-
мальная влажность) – выращивание растений 
при оптимальной влажности почвы; недост. 
влажн. (недостаточная влажность) – выращи-
вание растений при остром недостатке поч-
венной влаги; избыт. влажн. (избыточная 
влажность) – выращивание растений при из-
быточной почвенной влажности.  

Имитирование острого недостатка вла- 
ги визуально заметно отразилось на расте- 
ниях пшеницы и во всех вариантах привело к  

   

1 
Агрохимия / Б.А. Ягодин, П.М. Смирнов, А.В. Петербургский, Х.К. Асаров, В.А. Демин, В.Н. Ре-

шетникова: учебник для студентов вузов; 2-е изд., перераб. и доп. М.: Агропромиздат, 1989. 639 с. 
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Таблица 2 
Биометрические показатели проростков яровой пшеницы 

Table 2 
Biometric indicators of spring wheat seedlings 

 
 

Вариант 

Средняя длина 
1-го проростка, см 

Средняя сырая масса 
1-го проростка, х10

-3
г 

Средняя сухая масса 
1-го проростка, х10

-3
г 

оптим. 
влажн. 

недост. 
влажн. 

избыт. 
влажн. 

оптим. 
влажн. 

недост. 
влажн. 

избыт. 
влажн. 

оптим. 
влажн. 

недост. 
влажн. 

избыт. 
влажн. 

Без  
удобрений 

21,7 19,7 22,0 106,7 97,6 118,1 12,1 10,3 13,5 

КМН 
исходный 

23,7 22,1 23,6 139,0 124,8 160,0 14,2 12,7 16,1 

КМН + 3 % 
SiO2 

23,6 21,8 25,4 142,9 137,6 176,7 14,5 13,6 16,8 

КМН + 5 % 
SiO2 

23,0 21,0 24,8 141,4 124,1 164,8 14,3 12,6 16,5 

ПФ 
исходный 

22,1 20,3 22,1 120,5 106,7 131,1 13,7 11,8 14,5 

ПФ + 3 % SiO2 22,3 20,5 23,8 131,4 114,3 144,6 13,9 12,5 16,1 

ПФ + 5 % SiO2 22,5 20,6 23,3 132,9 115,7 140,8 14,1 12,7 15,4 

Метасиликат 
натрия  
экв. 3 % SiO2* 

21,9 20,7 22,0 116,2 112,9 133,3 13,1 12,0 14,7 

Метасиликат 
натрия  
экв. 5 % SiO2** 

22,0 20,6 22,7 117,1 111,4 131,4 13,5 12,0 14,0 

Р, % 2,37 2,14 2,33 2,84 2,56 2,82 3,02 2,87 3,25 

НСР05 1,23 1,11 1,30 8,76 7,24 9,57 0,68 0,57 0,75 

Примечание. Представлены среднеарифметические значения показателей, n = 126;  
* – доза метасиликата натрия, эквивалентная его внесению с новыми удобрениями, содержащими 3 % SiO2; 
** – доза метасиликата натрия, эквивалентная его внесению с новыми удобрениями, содержащими 5 % SiO2. 

 

снижению ее биометрических показателей в 
сравнении с соответствующими вариантами 
выращивания культуры при оптимальной 
влажности почвы. В условиях засухи действие 
новых кремнийорганических удобрений было 
более выраженным, разницу в значениях от-
мечали как по сырой, так и по сухой массе 
проростков (см. табл. 2). Прирост сырой массы 
в варианте с содержанием 3 % SiO2 в КМН со-
ставил 10,3 % по сравнению с вариантом КМН, 
применение удобрения с 3 % SiO2 на основе 
ПФ способствовало увеличению на 7,1 %, с  
5 % SiO2 – на 8,4 % по сравнению с вариантом 
ПФ. Прирост сухой массы проростков составил 
соответственно: 7,1, 6,0 и 7,6 %. Увеличение 
сухой массы проростков свидетельствовало о 
накоплении органических соединений и мине-
ральных элементов растениями, в том числе и 
кремния, а также наращивании волокнистой 
части (остова) растений. Незначительные из-
менения длины проростков на фоне достовер-
ного увеличения их массы свидетельствуют  
о развитии более мощных, соответственно, 

стрессоустойчивых растений, сформирован-
ных под влиянием кремнийорганических удоб-
рений. 

В проведенном лабораторном экспери-
менте создание условий избыточной влажно-
сти не сопровождалось понижением темпера-
туры, вследствие чего биометрические показа-
тели яровой пшеницы в данных вариантах не-
сколько превышали определяемые значения 
проростков, выращенных без моделирования 
водных стрессов. Внесение кремнийорганиче-
ских удобрений способствовало увеличению 
длины проростков пшеницы относительно со-
ответствующих вариантов применения исход-
ных удобрений. При этом наибольшее увели-
чение данного биометрического показателя 
наблюдали в вариантах с внесением удобре-
ний, содержащих 3 % SiO2: на основе КМН – 
7,6 %, на основе ПФ – 6,7 % (см. табл. 2). 

Если принять массу проростков, выра-
щенных с применением исходных КМН и ПФ, 
за 100 %, то диаграмма на рис. 2, a наглядно 
демонстрирует, что при ошибке опыта 2,82 %  
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Рис. 2. Влияние кремнийорганических удобрений на массу проростков пшеницы 
при моделировании избыточного увлажнения почвы: 

a – сырая масса проростков; b – сухая масса проростков 
(* – достоверное увеличение массы проростков относительно исходных КМН и ПФ) 

 

Fig. 2. Effect of organosilicon fertilizers on the mass of wheat seedlings 
when modeling excess soil moisture: a – wet weight of seedlings; b –dry weight of seedlings 

(* – significant increase in the mass of seedlings relative to the initial KMN and PF) 
 

наибольшее увеличение сырой массы про-
ростков наблюдалось при использовании 
кремнийорганических удобрений с меньшей 
дозой метасиликата натрия. Достоверное  
увеличение сухой массы (Р = 3,25 %) отмечали 
в вариантах с применением кремнийорга-
нических удобрений только на основе ПФ  
(рис. 2, b). 

Биометрические показатели яровой пшени-
цы в вариантах с внесением новых удобрений 
превосходят соответствующие показатели кон-
трольного варианта без удобрений, причем 
наибольшая разница отмечена по массе про-
ростков, свидетельствуя о более крепких расте-
ниях. Так, при использовании удобрения на ос-
нове КМН с содержанием 3 % SiO2 при опти-
мальной и стрессовой влажности почвы средняя 
сырая масса проростков увеличивалась на  
33–49 %, сухая масса – на 19–32 %; при внесе-
нии нового удобрения на основе ПФ – на 17–23  
и 14–21 % соответственно (см. табл. 2).  

Анализ биометрических показателей яровой 
пшеницы в вариантах с применением препарата 
сравнения метасиликата натрия показал, что как 
в случаях моделирования острого недостатка 
влаги и избыточного увлажнения почвы, так и в 
вариантах с выращиванием растений при опти-
мальной влажности значения исследуемых био-
метрических показателей пшеницы уступали ва-
риантам с использованием новых кремнийорга-

нических удобрений (см. табл. 2). При этом по 
сравнению с вариантом без удобрения средний 
прирост сырой массы проростка пшеницы соста-
вил 9–15 %, сухой массы – 6–16 %. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Получены образцы кремнийорганических 

удобрений на основе компоста многоцелевого 
назначения и продукта ферментации с добав-
лением метасиликата натрия. Процесс полу-
чения новых удобрений сопровождался увели-
чением содержания кремния, нитратов и гуми-
новых кислот, призванных улучшать питание 
растений как в условиях оптимальной влажно-
сти почвы, так и при водных стрессах. Уста-
новлено, что применение кремнийорганиче-
ских удобрений при выращивании яровой пше-
ницы сорта Иргина в трех водных режимах 
почвы (оптимальная влажность, острый недо-
статок влаги и избыточная увлажненность) 
способствовало увеличению биометрических 
показателей культуры. Наибольшая положи-
тельная реакция растений, выраженная в при-
росте сырой и сухой массы проростков (~10 % 
относительно исходных КМН и ПФ), отмечена в 
случае применения удобрений, содержащих  
3 % SiO2. Как видим, новые кремнийорганиче-
ские удобрения способствуют формированию 
более крепких растений, способных легче пе-
реносить воздействие абиотических факторов. 
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Резюме: Врожденный иммунитет растения играет существенную роль на начальных этапах 
формирования бобово-ризобиального симбиоза. В связи с этим авторами настоящей работы была 
изучена динамика концентраций двух сигнальных молекул – оксида азота (NO) и циклического аде-
нозинмонофосфата (цАМФ), в корнях этиолированных проростков гороха Pisum sativum L. при вза-
имодействии с патогенными (Pseudomonas syringae pv. pisi) и клубеньковыми (Rhizobium 
leguminosarum bv. viceae) бактериями. В краткосрочных опытах обнаружен эндогенный ритм из-
менения содержания оксида азота в тканях корня проростков гороха, характеризующийся во вре-
менной динамике увеличением и снижением уровня оксида азота и зависящий от экзогенных фак-
торов биотической (симбиотические и патогенные бактерии) природы. Подобные флуктуации 
также были обнаружены при изучении динамики уровня циклического аденозинмонофосфата под 
влиянием тех же биотических факторов. Наблюдаемые эффекты связаны, возможно, с влиянием 
на растение определенных экзометаболитов Rhizobium leguminosarum bv. viceae (Nod-факторы) и 
Pseudomonas syringae pv. pisi (экзополисахариды клеточных стенок), которые активируют врож-
денный иммунитет бобового растения. При этом различная динамика изменения изучаемых ком-
понентов сигнальных систем растения-хозяина на начальных этапах взаимодействия с симбио-
тическими и патогенными микроорганизмами имеет различную функцию: при симбиозе регуля-
торную, а при патогенезе – защитную. Предполагается, что изменение динамики компонентов 
NO-синтазной и аденилатциклазной сигнальных систем (NO и цАМФ) может быть использовано 
растением-хозяином в качестве «кода» для передачи сигнала о природе действующего фактора и 
индукции соответствующих реакций на молекулярном уровне. 

 
Ключевые слова: Pisum sativum L., оксид азота, циклический аденозинмонофосфат, биотический 
стресс, сигнальные системы 
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Abstract: A significant role in the initial stages of rhizobial symbiosis formation in pea plants is performed by 
innate immunity. In this connection, the present study is focused on the concentration dynamics of two sig-
nalling molecules – nitric oxide (NO) and cyclic adenosine monophosphate (cAMP) – in the roots of etiolated 
seedlings of the Pisum sativum L. pea interacting with pathogenic (Pseudomonas syringae pv. Pisi) and 
nodule (Rhizobium leguminosarum bv. Viceae) bacteria. In time dynamics experiments, an endogenous 
rhythm of nitric oxide content changes in the root tissues of pea seedlings was characterised by an increase 
followed by a decrease in the level of nitric oxide and depending on exogenous biotic factors (symbiotic and 
pathogenic bacteria). Similar fluctuations were also observed when studying the dynamics of cyclic adeno-
sine monophosphate concentration under the influence of the same biotic factors. The observed effects are 
assumed to be associated with certain exometabolites of Rhizobium leguminosarum bv. viceae (Nod-factors) 
and Pseudomonas syringae pv. pisi (cell wall exopolysaccharides) influencing the legume plant and active-
ting its innate immunity. Moreover, it is feasible that the different dynamics of changes in the studied compo-
nents of the host plant signalling systems at the initial stages of interaction with symbiotic and pathogenic 
microorganisms have a variegated function: regulatory or protective in cases of symbiosis and pathogenesis, 
respectively. The observed change in the dynamics of the NO-synthase and adenylate cyclase signalling 
systems (NO and cAMP) components is assumed to be applied by the host plant as a “code” for transmitting 
a signal concerning the nature of the operating factor and the generation of corresponding reactions at the 
molecular level. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Клубеньковые бактерии и бобовые расте-

ния прошли длительную эволюцию, прежде 
чем их взаимодействие стало приносить поль-
зу растению-хозяину в виде восстановленного 
ризобиями in planta атмосферного азота. Воз-
никает вопрос: почему ризобии выбрали для 
своей деятельности бобовые растения? По-
знание этой уникальной биологической осо-
бенности в перспективе приблизит человека к 
созданию азотфиксирующего аппарата у небо-
бовых растений и позволит решить проблему 

питания растений экологически чистым азотом 
[1, 2]. Полученные в настоящее время фунда-
ментальные знания создают основу для реше-
ния этой проблемы. Однако существует еще 
много невыясненных вопросов, к которым 
можно отнести устойчивость бобового расте-
ния к проникновению ризобий и участие  
его врожденных иммунных систем в процес-
сах инфицирования и функционирования  
N2-фиксирующего аппарата в клубеньках, а 
также роль ризобиальных Nod-факторов в по-
давлении защитных систем растения-хозяина 
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[3]. Очевидно, что существуют общие молеку-
лярные механизмы, определяющие взаимо-
действие растительно-бактериальных партне-
ров. Так, при взаимодействии растений с сим-
биотическими и патогенными микроорганиз-
мами используются сходные химические сиг-
налы, регуляторные системы и гены вирулент-
ности. Поэтому можно предположить, что на 
начальных стадиях взаимодействия любые 
бактерии распознаются как «чужие», что при-
водит к инициации неспецифического ответа 
иммунной системы клеток растения [4]. Однако 
в случае симбиоза защитные реакции расте-
ния-хозяина не инициируются, что свидетель-
ствует о снижении устойчивости растения по 
отношению к этим бактериям, которые, по-
видимому, блокируют или «обходят» защитные 
системы растения-хозяина [5, 6].  

Таким образом, на начальных стадиях 
формирования бобово-ризобиальный симбиоз 
имеет сходство с фитопатогенной системой, в 
становлении и развитии которой наряду с 
кальцием, фитогормонами и другими компо-
нентами важную роль играют активные формы 
азота (АФА) [7], к которым относят прежде все-
го оксид азота (NO) – многофункциональную 
сигнальную молекулу, управляющую внутри-
клеточными и межклеточными процессами в 
животных, бактериальных и растительных ор-
ганизмах [8–11]. Однако имеющейся информа-
ции об инициации АФА-сигналинга, сенсорных 
и ответных механизмах и регуляции баланса 
между продукцией АФА и их обезвреживанием 
недостаточно. Также требует пристального 
внимания изучение механизмов взаимодей-
ствия NO с другими компонентами сигнальных 
систем, из которых следует выделить цикличе-
ский аденозинмонофосфат (цАМФ), который 
посредством увеличения уровня кальция мо-
жет оказывать влияние на интенсивность об-
разования оксида азота [12].  

Поскольку все вторичные мессенджеры 
растений взаимосвязаны и образуют единую 
сигнальную сеть [13], целью настоящего ис-
следования являлось изучение динамики кон-
центрации двух сигнальных молекул – NO и 
цАМФ – в корнях проростков гороха при взаи-
модействии с патогенными и клубеньковыми 
бактериями. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Объектом исследования служили про-

ростки гороха (Pisum sativum L.) сорта Рондо, 
выращенные в кюветах на влажной фильтро-
вальной бумаге при температуре 22 ºС, в кото-
рых в течение часа с интервалом в 10 мин 
определяли содержание цАМФ и NO. В каче-
стве контроля использовали нулевой отрезок 
времени. Для экспериментов использовали 
растения, выращенные на воде без инокуля-

ции, а также растения, инокулированные клу-
беньковыми бактериями Rhizobium legumi-
nosarum bv. viceae эффективного производ-
ственного штамма CIAM 1022, отличающимися 
умеренной способностью колонизировать кор-
невую систему растения-хозяина, образуя при 
этом хорошо развитые клубеньки, эффективно 
фиксирующие азот; неэффективного произ-
водственного штамма CIAM 1064, отличающи-
мися тем, что более агрессивно колонизируют 
корневую систему растения-хозяина, что в 
свою очередь приводит к образованию на кор-
нях растений гороха большого количества 
мелких недоразвитых клубеньков, не способ-
ных к азотфиксации; патогенными бактериями 
Pseudomonas syringae pv. pisi, вызывающими 
бактериальный ожог гороха. 

Для определения уровня оксида азота ис-
пользовали отрезки корней (3 шт.), взятые у 
исходных 2-х суточных проростков на расстоя-
нии 5–15 мм от кончика корня. Перед окраши-
ванием исходные проростки прединкубировали 
на соответствующих варианту опыта средах в 
течение определенного периода времени.  
Затем отрезки помещали в среду для окраши-
вания (10 мМ Tris HCl буфер, pH = 7,4), содер-
жащую 10 мкМ DAF-2DA (4,5-диамино-
флуоресцеин диацетат). Отрезки окрашивали 
в течение 20 мин (инкубация на качалке при 
температуре 26 ºС). Из окрашенных отрезков 
корней получали поперечные срезы (не менее 
10) толщиной 100–150 мкм и анализировали их 
на флуоресцентном микроскопе Axio Observer 
Z1 (Германия) с цифровой монохромной каме-
рой Axio CamMRm3 и пакетом программного 
обеспечения для захвата и анализа изображе-
ний «Axio Vision Rel.4.6» с использованием 
блока фильтров № 10 с длиной волны возбуж-
дения 450–490 нм, эмиссией 515–565 нм. Ин-
тенсивность флуоресцентного свечения выра-
жали в относительных единицах. Результаты 
исследований представлены в виде графиков, 
отображающих интенсивность флуоресцентно-
го свечения в клетках. 

Количество цАМФ определяли иммуно-
ферментным анализом (ELISA) [14]. Белок в 
пробе определяли методом Брэдфорда. 

Средние значения и их стандартные 
ошибки вычислены из трех независимых экс-
периментов, каждый из которых состоял из не 
менее трех биологических повторностей. Так 
как сравнение полученных результатов осу-
ществлялось по средним значениям, досто-
верность различий оценивали по критерию 
Стьюдента. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Как видно из данных, представленных на 

рис. 1, у растений без инокуляции наблюда-
лись  колебания  в  уровне  оксида азота, кото- 
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Рис. 1. Интенсивность флуоресценции NO в корнях проростков гороха: 
1 – выращенных на воде; 2 – инокулированных Rhizobium leguminosarum bv. Viceae (CIAM 1022);  

3 – инокулированных Rhizobium leguminosarum bv. viceae (CIAM 1064); 
4 – зараженных Pseudomonas syringae pv. Pisi 

 

Fig. 1. Fluorescence intensity of NO in the roots of pea seedlings: 
1 – grown on water; 2 – inoculated by Rhizobium leguminosarum bv. viceae (CIAM 1022); 

3 – inoculated by Rhizobium leguminosarum bv. viceae (CIAM 1064);  
4 – infected by Pseudomonas syringae pv. pisi 

 
рые проявлялись в виде увеличения интенсив-
ности флуоресценции NO через 10, 30 и 
50 мин на 20, 25 и 26 % соответственно и сни-
жения ее до уровня контроля через 20, 40 и 
60 мин. 

Клубеньковые бактерии эффективного 
производственного штамма также вызывали 
колебания в динамике NO, которые проявля-
лись в увеличении его концентрации через 10 
и 40 мин и снижении до уровня контроля через 
20 и 60 мин. При этом необходимо отметить, 
что в данном варианте в течение часа наблю-
дались два различающиеся по продолжитель-
ности и силе пика увеличения уровня NO. Пер-
вый (от 0 до 20 мин) с максимумом, приходя-
щимся на 10 мин, когда свечение NO увеличи-
лось на 13 % по сравнению с контролем. Вто-
рой пик был (от 20 до 60 мин) с максимумом, 
приходящимся на 40–50 мин, характеризовал-
ся большей продолжительностью по сравне-
нию с первым, а также более плавным увели-
чением NO. При этом интенсивность флуорес-
ценции оксида азота на пике увеличилась на 
31–34 % по сравнению с контролем. 

Неэффективный производственный штамм 
ризобий в течение первых 20 мин с начала экс-
перимента существенного влияния на уровень 
оксида азота в корнях проростков гороха не ока-
зал. Начиная с 20 мин наблюдались ритмич-
ные колебания в содержании NO, которые 
проявлялись в снижении свечения NO через 30 
и 50 мин на 24 и 32 % соответственно и увели-
чении практически до уровня контроля через 

40 и 60 мин. 
Патогенные бактерии Pseudomonas 

syringae pv. pisi в отличие от предыдущих ва-
риантов вызывали резкое (на 33 % по сравне-
нию с контролем) увеличение интенсивности 
флуоресценции NO в первые 20 мин взаимо-
действия. В промежутке от 20 до 50 мин уро-
вень NO постепенно снижался – со 133 до 
109 %, а к концу эксперимента снова увеличи-
вался на 31 % по сравнению с контролем. 
Следует отметить, что по сравнению с симбио-
тическими бактериями при взаимодействии с 
патогеном содержание NO постоянно находи-
лось на более высоком уровне. 

Таким образом, сопоставив полученные 
результаты о влиянии симбиотических и пато-
генных бактерий, можно констатировать раз-
личное их воздействие на динамику уровня NO 
в корнях проростков гороха. 

Наблюдаемые эффекты связаны, очевид-
но, с влиянием на растение определенных эк-
зометаболитов Rhizobium и Pseudomonas, ко-
торые активируют PAMP-иммунитет (pathogen-
associated molecular patterns) клеток пророст-
ков гороха. В некоторых публикациях отмеча-
ется, что врожденный иммунитет растения иг-
рает существенную роль на ранних этапах бо-
бово-ризобиального взаимодействия [15–17]. У 
ризобий и бобовых растений основными 
участниками процесса «узнавания партнеров» 
являются ризобиальные липохитоолигосаха-
риды (Nod-факторы), синтезирующиеся бакте-
риями в результате экспрессии nod-генов, и 
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рецептор-подобные киназы (RLKs) бобовых 
растений. Бактериальный NF-сигналинг тесно 
взаимодействует с растительными сигнальны-
ми системами, в частности с NO-синтазной 
[18], вторичным месенджером которой являет-
ся оксид азота – молекула, обладающая широ-
ким спектром биологического действия [8]. Ок-
сид азота уже в первые часы после взаимо-
действия ризобий и бобового растения обна-
руживается в инфекционных нитях, тканях клу-
беньковой меристемы, в азотфиксирующих 
клубеньках [8, 9]. Есть данные, что NO может 
участвовать в регуляции образования клубень-
ков на корнях бобовых [10], но его высокие 
концентрации препятствуют инфицированию 
растений ризобиями и микоризой [11]. Также 
NO взаимодействует с другими биологически-
ми веществами, например, фитогормонами и 
АФК [19]. Так, при фитопатогенезе NO сов-
местно с АФК выполняет защитную функцию, 
формируя системную устойчивость, приобре-
тенную на основе сверхчувствительной реак-
ции клеток [20].  

С учетом вышеизложенного можно пред-
положить, что различная динамика интенсив-
ности флуоресценции оксида азота в корнях 
проростков гороха на начальных этапах взаи-
модействия с симбиотическими и патогенными 
бактериями носит неспецифический характер и 
имеет различную функцию. Так, в случае с 
эффективным производственным штаммом 
ризобий, отличающимся умеренной способно-
стью колонизировать растение-хозяина, уве-
личение концентрации NO связано с запуском 
механизма, отвечающего за регуляцию чис-
ленности проникающих бактерий, что на за-
ключительном этапе приводит к образованию 
оптимального количества клубеньков, которые 
способны эффективно усваивать атмосфер-
ный азот. И наоборот, в случае с более агрес-
сивным штаммом ризобий снижение уровня 
NO приводит к неконтролируемой колонизации 
корневой системы, вследствие чего на корнях 
образуется большое число мелких клубеньков, 
не способных к азотфиксации. В случае с пато-
геном увеличение интенсивности флуоресцен-
ции оксида азота свидетельствует, очевидно, о 
запуске защитных реакций растения. 

Также обращает на себя внимание период 
эксперимента от 0 до 20 мин, когда при иноку-
ляции различными по степени вирулентности 
штаммами клубеньковых бактерий достовер-
ных изменений уровня NO не наблюдалось в 
отличие от заражения патогеном, когда уро-
вень оксида азота увеличивался с первых ми-
нут. Возможно, в этот период времени проис-
ходит «узнавание» микроорганизма и запуск 
соответствующей программы.  

На основе анализа литературных данных 

можно сделать вывод о том, что биохимиче-
ская генерация NO регулируется механизма-
ми, в которых задействован кальций [21, 22]. 
Однако до конца непонятно, как Са

2+
 модули-

рует поток NO в клетках [23]. Имеется ряд до-
казательств того, что одним из триггеров сиг-
нальных событий в клетках растений при атаке 
патогенов является аденилатциклазная сиг-
нальная система, когда в первую очередь под 
воздействием элиситоров активируется транс-
мембранная аденилатциклаза, что приводит к 
резкому и кратковременному возрастанию 
уровня цАМФ. Этот вторичный мессенджер, 
связываясь со специфическими сайтами нук-
леотидрегулируемых ионных каналов, приво-
дит к повышению концентрации внутриклеточ-
ного Ca

2+
, вызывая так называемую кальцие-

вую волну [12]. В свою очередь вход ионов 
Са

2+
 в цитоплазму оказывает влияние на гене-

рацию АФА, которые функционируют как мно-
гоцелевой регулятор различных механизмов 
симбиотического процесса [19]. В связи этим 
немаловажно было установить, какое влияние 
оказывают симбиотические и патогенные бак-
терии на изменение уровня циклического аде-
нозинмонофосфата в корнях проростков горо-
ха. Полученные результаты представлены на 
рис. 2.  

При выращивании проростков гороха на 
воде наблюдалось снижение уровня цАМФ на 
протяжении всего эксперимента в среднем на 
35–40 %. При добавлении в среду инкубации 
клубеньковых бактерий эффективного произ-
водственного штамма CIAM 1022 ярко выра-
женных изменений в концентрации цАМФ не 
наблюдалось. В свою очередь на фоне иноку-
ляции неэффективным производственным 
штаммом Rhizobium leguminosarum bv. viceae 
(CIAM 1064) в период 30–50 мин происходило 
значительное увеличение уровня цАМФ  
(на 70 %). При заражении Pseudomonas syrin- 
gae pv. pisi цАМФ оставался на уровне кон-
троля за исключением периода 20 мин, когда 
наблюдалось его увеличение на 30 %.  

Таким образом, показано, что при взаимо-
действии как с симбиотическими, так и с пато-
генными бактериями уровень цАМФ увеличи-
вался по сравнению с проростками без иноку-
ляции, причем эти изменения приходились на 
различные периоды взаимодействия. Так, су-
щественные различия в динамике цАМФ при 
контакте с эффективным штаммом клубенько-
вых бактерий наблюдались на 30-й мин экспе-
римента; самый высокий уровень цАМФ при 
взаимодействии с неэффективным штаммом 
ризобий отмечен в промежутке от 30 до 
50 мин, а заражение патогеном приводило к 
повышению цАМФ, которое достигало своего 
максимума к 20 мин. 
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Рис. 2. Динамика уровня цАМФ в корнях проростков гороха: 
1 – выращенных на воде; 2 – инокулированных Rhizobium leguminosarum bv. viceae (CIAM 1022);  

3 – инокулированных Rhizobium leguminosarum bv. viceae (CIAM 1064); 
4 – зараженных Pseudomonas syringae pv. Pisi 

 

Fig. 2. Dynamics of cAMP level in the roots of pea seedlings: 
1 – grown on water; 2 – inoculated by Rhizobium leguminosarum bv. viceae (CIAM 1022); 

3 – inoculated by Rhizobium leguminosarum bv. viceae (CIAM 1064); 
4 – infected by Pseudomonas syringae pv. Pisi 

 
Так же, как и в предыдущих экспериментах 

по изучению уровня оксида азота, обращает на 
себя внимание тот факт, что в период от 0 до 
20 мин существенных изменений уровня цАМФ 
при взаимодействии с ризобиями не наблюда-
лось, в то время как патоген вызывал повыше-
ние концентрации цАМФ с первых минут. Ос-
новные отличия происходили после 20 мин 
эксперимента. 

По литературным данным, повышение 
концентрации внутриклеточного цАМФ при 
биотических стрессах носит защитный харак-
тер и позволяет растениям активировать соот-
ветствующие молекулярные механизмы [13]. В 
связи с этим повышение концентрации цАМФ 
под влиянием неэффективного штамма ризо-
бий вполне логично и является механизмом, 
предотвращающим избыточную колонизацию 
корневой системы растения-хозяина. Пони-
женный уровень цАМФ при инокуляции эффек-
тивным штаммом клубеньковых бактерий так-
же выполняет регуляторную функцию, по-
скольку снижение концентрации цАМФ не при-

водит к включению защитных реакций и позво-
ляет бактериям проникать в клетки корня. Что 
же касается взаимодействия с Pseudomonas 
syringae pv., то пониженный уровень цАМФ 
свидетельствует о степени вирулентности па-
тогена. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Таким образом, по результатам исследо-

вания можно отметить следующие закономер-
ности: 

1) под воздействием Rhizobium legumi-
nosarum bv. viceae (симбионт) и Pseudomonas 
syringae pv. pisi (патоген) обнаружен эндоген-
ный ритм изменения содержания цАМФ и NO в 
тканях корня проростков гороха;  

2) предполагается, что изменение соот-
ветствующих компонентов сигнальных систем 
(NO, цАМФ) может быть использовано расте-
нием-хозяином в качестве «кода» для переда-
чи сигнала о природе действующего фактора и 
индукции соответствующих реакций на моле-
кулярном уровне. 
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Резюме: Определено влияние автогидролитической обработки Miscanthus sacchariflorus Andersson на 
выход редуцирующих веществ при последующем ферментолизе. Установлено, что при изменении 
условий автогидролитической обработки Miscanthus sacchariflorus Andersson образуются твердые 
фракции, содержащие целлюлозу, лигнин, гемицеллюлозу и минеральные вещества, соотношение 
которых зависит от фактора жесткости – температуры и продолжительности обработки. Показано, что 
при факторе жесткости 5,67 происходит практически полный гидролиз гемицеллюлозы, однако 
наблюдается увеличение содержания лигнина в твердой фракции до 46,0 % относительно содержа-
ния лигнина в исходном сырье (20,8 %), что обусловлено конденсацией лигнина с образованием 
псевдолигнина. Наибольшее содержание целлюлозы в твердой фазе наблюдается при гидролитиче-
ской обработке сырья с фактором жесткости от 4,17 до 4,39, температуре от 160 

о
С и продолжитель-

ности обработки 25 мин. На фоне повышения температуры увеличение кислотности среды катализи-
рует гидролиз целлюлозы и снижает ее содержание в твердой фракции до 60 % при факторе жестко-
сти 5,67. При автогидролитической обработке Miscanthus sacchariflorus Andersson наблюдается по-
вышение зольности в твердой фракции. Полученные после обработки Miscanthus sacchariflorus 
Andersson твердые фракции использовались в качестве субстрата и были подвергнуты ферментатив-
ному гидролизу ферментными препаратами «Целлолюкс-А» и «Брюзайм BGX» при начальной кон-
центрации субстрата 33 г/л. Повышение выхода редуцирующих веществ имеет устойчивый рост по 
мере удаления гемицеллюлоз и достигает максимального значения (45,1 %) при увеличении фактора 
жесткости обработки до 4,48. Доступность поверхности целлюлозы для действия ферментов при по-
вышении фактора жесткости свыше 4,48 снижается вследствие накопления лигнина в твердой фазе, 
о чем свидетельствует снижение выхода редуцирующих веществ в ферментализате до 31,8 %. 
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Abstract: The effect of the autohydrolytic treatment of Miscanthus sacchariflorus Andersson on the yield of 
the reducing substances during the subsequent fermentolysis has been determined. It was established that a 
change in the conditions of the auto-hydrolytic treatment of Miscanthus sacchariflorus Andersson induces a 
formation of solid fractions containing cellulose, lignin, hemicellulose and mineral substances, the ratio of 
which depends on the severity factor, i.e. temperature and processing time. It was shown that at the severity 
factor of 5.67, almost complete hydrolysis of hemicellulose occurs, however, there is an increase in the lignin 
content in the solid fraction (up to 46.0 %) relative to the lignin content in the feedstock (20.8 %), which is 
due to lignin condensation with a consequent formation of pseudo lignin. The highest content of cellulose in 
the solid phase is observed as a result of hydrolytic processing of raw materials with a severity factor of 4.17 
to 4.39, a temperature of 160 

о
С and a processing time of 25 min. At an increased temperature, an increase 

in the acidity of the medium catalyzes the hydrolysis of cellulose and reduces its content in the solid fraction 
to 60 % at a severity factor of 5.67. During the auto-hydrolytic treatment of Miscanthus sacchariflorus An-
dersson, an increase in the ash content in the solid fraction is observed. The solid fractions obtained after 
treatment with Miscanthus sacchariflorus Andersson were used as a substrate and were subjected to enzy-
matic hydrolysis with the enzyme preparations “Cellolux-A” and “BrewZime BGX” at an initial substrate con-
centration of 33 g/l. The increase in the yield of reducing substances has shown a steady increase with the 
removal of hemicelluloses and reached its maximum value (45.1 %) with an increase in the treatment severi-
ty factor to 4.48. The availability of the cellulose surface for the action of enzymes has decreased with an 
increase in the stiffness factor beyond a value of 4.48 due to the accumulation of lignin in the solid phase, as 
evidenced by a decrease in the yield of reducing substances in the enzyme to 31.8 %. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Растительная биомасса является сырьем 

для получения целлюлозы, из которой после 
соответствующей физико-химической модифи-
кации получают ценные продукты. В частности, 
широко востребован биокаталитический про-
цесс, при котором обработка целлюлозных 
субстратов ферментными препаратами позво-
ляет получать доброкачественные гидролиза-
ты, в свою очередь используемые в качестве 
питательных сред в технологии биосинтеза 
бактериальной целлюлозы [1, 2] или для даль-
нейшего сбраживания в технологии получения 
биоэтанола [3]. Однако из-за сложного строе-
ния клеток тканей растений, обусловленного 
содержанием лигнина, гемицеллюлозы и смо-
ляных веществ, целлюлоза растительного сы-
рья неэффективно гидролизуется при фермен-
тативном гидролизе. Эффективность этого 
процесса может быть увеличена путем пред-
варительной обработки сырья, способствую-
щей изменению структуры клеток тканей рас-
тений и обеспечивающей доступность фер-
ментов к активным центрам целлюлозы в клет-
ках тканей растений [4, 5]. Широкое примене-

ние находят методы гидротермической пред-
варительной обработки (автогидролиз), когда 
растительное сырье подвергается воздей-
ствию высоких температур и давления, иногда 
в сочетании с механической обработкой, что 
делает целлюлозу более доступной для фер-
ментативного гидролиза [6–8]. При автогидро-
лизе используются технологии, в которых об-
работка растительного сырья ведется водой. 
При предварительной обработке из раститель-
ного сырья удаляется основная часть геми-
целлюлоз, происходит изменение структуры 
целлюлозы, деградация лигнина, что делает 
целлюлозу более восприимчивой к фермента-
тивному гидролизу. Метод использован для 
предварительной обработки многих видов рас-
тительного сырья, включая сельскохозяй-
ственные отходы и травянистые растения 
[9, 10].  

Настоящая работа была посвящена опре-
делению влияния автогидролитической обра-
ботки Miscanthus sacchariflorus Andersson на 
выход редуцирующих веществ при последую-
щем ферментолизе. 
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
В исследованиях использовалось быстро-

растущее травянистое растение Miscanthus 
sacchariflorus Andersson, надземная часть ко-
торого имеет жесткий стебель с междоузлиями 
и листьями. Это растение рекомендуется ис-
пользовать в виде сырья для производства 
целлюлозы [11]. Перед автогидролизом сырье 
высушивали, измельчали до частиц размером 
10–15 мм.  

Обработка сырья автогидролизом прово-
дилась в реакторе объемом 2,3 л. Реактор 
оснащен внешним электрическим нагрева-
тельным элементом и позволяет проводить 
процесс при максимальной температуре 300 

о
С 

и избыточном рабочем давлении 10 МПа [12]. 
Для проведения обработки использовалась 
очищенная вода, прошедшая стадии обратного 
осмоса и ионного обмена с целью удаления 
примесей. Для получения очищенной воды по 
ФС 42-2619-97 использовалась установка «Ак-
валаб» УВОИ-«МФ»-1812. В реактор загружа-
лось сырье и заливалась вода из расчета гид-
ромодуля 1:10. Сырье подвергалось обработке 
водой в температурном диапазоне 160–220 

о
С 

с варьированием продолжительности обработ-
ки от 25 до 120 мин. Для обработки сырья при 
температуре выше 100 

о
С в реакторе создава-

лось избыточное давление (3,0 МПа) путем 
подачи в реактор СО2.из баллона со сжатым 
газом. 

Перемешивание сырья осуществлялось 

колебанием реактора с амплитудой 150. По 
завершении обработки сырья реактор охла-
ждался до температуры менее 100 

о
С, вскры-

вался, образовавшаяся суспензия выгружа-
лась и разделялась на твердую и жидкую 
фракции на ручном корзиночном прессе. Твер-
дая фракция промывалась водой при темпера-
туре 60–70 

о
С и высушилась на воздухе до 

влажности 10±0,1 %. 
Основные характеристики сырья и твер-

дой фракции (содержание целлюлозы, геми-
целлюлоз, кислотонерастворимого лигнина) 
определяли стандартными методами, пред-
ставленными в работе А.В. Оболенской,  
З.П. Ельницкой, А.А. Леоновича

1
.  

Метод определения массовой доли цел-
люлозы по Кюршнеру основан на обработке 
целлюлозы спиртовым раствором азотной кис-
лоты и количественном определении нерас-
творившегося остатка. Содержание кислото-
нерастворимого лигнина в твердой фазе опре-
деляли по методу Комарова. Для нахождения 
массовой доли гемицеллюлоз использован 
железоорсиновый метод – обработка твердой 
фазы 13 %-м раствором соляной кислоты при 

нагревании и определении отогнанного фур-
фурола спектрофотометрическим методом. 
Содержание золы оценивали путем полного 

сжигания твердой фазы при 600 С в течение 
3 ч. Выход твердой фракции после варки рас-
считывали относительно массы исходного сы-
рья по формуле:  

 

𝑛 =
𝑚вл

(100 − 𝑊)
100

𝑚м

 100 %, 

 
где 𝑚вл – масса твердой фракции, г;  

𝑚м – масса исходного образца мискантуса, г; 
𝑊 – влажность твердой фракции, %. 

Для определения влияния условий обра-
ботки сырья на состав и выход твердой фазы 
использовался фактор жесткости автогидроли-
за, который является функцией продолжи-
тельности и температуры обработки (этот кри-
терий оценки эффективности обработки расти-
тельного сырья использован многими иссле-
дователями, например авторами работ 
[13, 14]): 

 

𝑅 = log (𝑡 ∙ exp (
𝑇 − 𝑇𝑅

14.5
)), 

 
где 𝑡 – продолжительность обработки, мин;  
𝑇 – температура обработки, 

о
С;  𝑇𝑅 – эталонная 

температура реакции (равна 100 °С). Значение 
14,75 является эмпирическим параметром, 
связанным с энергией активации и температу-
рой.  

Твердая фракция использовалась в каче-
стве субстрата для ферментолиза, который 
проводили ферментными препаратами «Цел-
лолюкс-А» (ООО ПО «Сиббиофарм», Россия) и 
«Брюзайм BGX» (Polfa Tarchomin 
Pharmaceutical Works S.A., Польша). Фермен-
тативная активность препарата «Целлолюкс-
А»: целлюлазная – 2000±10 % ед. ЦлС/г; кси-
ланазная – 8000±10 % ед. КС/г; β-глюканазная 
– до 1500±10 % ед. β-ГкС/г. Ферментативная 
активность препарата «Брюзайм BGX»:  
целлюлазная – 2100±5 % ед. ЦлС/г; ксиланаз-
ная – 4200±5 % ед. КС/г; β-глюканазная – 
530±5 % ед. β-ГкС/г. 

Образец субстрата массой 5±0,01 г в пе-
ресчете на абсолютно сухое вещество (АСВ) 
помещался в коническую колбу 0,5 л и зали-
вался ацетатным буферным раствором 
(рН = 4,6±0,1) с растворенными в нем фер-
ментными препаратами из расчета получения 
150 мл субстрата концентрацией 33 г/л. Фер-
ментные препараты вносились по 0,04 г/г суб-
страта. Ферментатирование субстрата прово-

   

1
Оболенская А.В., Ельницкая З.П., Леонович А.А. Лабораторные работы по химии древесины и цел-

люлозы: учеб. пособие для вузов. М.: Экология. 1991. 320 с. 

http://elibrary.ru/author_items.asp?refid=32350568&fam=%D0%9E%D0%B1%D0%BE%D0%BB%D0%B5%D0%BD%D1%81%D0%BA%D0%B0%D1%8F&init=%D0%90+%D0%92
http://elibrary.ru/author_items.asp?refid=32350568&fam=%D0%95%D0%BB%D1%8C%D0%BD%D0%B8%D1%86%D0%BA%D0%B0%D1%8F&init=%D0%97+%D0%9F
http://elibrary.ru/author_items.asp?refid=32350568&fam=%D0%9B%D0%B5%D0%BE%D0%BD%D0%BE%D0%B2%D0%B8%D1%87&init=%D0%90+%D0%90
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дили в течение 72 ч при постоянном переме-
шивании на платформе «ПЭ-6410 М» (Россия) 
с частотой колебания 150 мин

-1
. Условия фер-

ментативного гидролиза: температура – 
45±2 C, рН = 4,6±0,1 [15].  

В проведенных исследованиях оценка 
гидролиза субстрата проводилась определе-
нием концентрации редуцирующих веществ 
(РВ), глюкозы и пентоз в гидролизате. Для это-
го отбирались пробы объемом 5 мл с их по-
следующим фильтрованием. В фильтрате 
определялась концентрация РВ на спектрофо-
тометре Unico UV-2804 (United products and 
instruments, США) с использованием реактива 
на основе 3,5-динитросалициловой кислоты 
(Panreac, Испания). Содержание глюкозы 
определяли спектрофотометрическим мето-
дом с использованием реактива на основе  
3,5-динитросалициловой кислоты на спектро-
фотометре Unico UV-2804 [16]. Концентрация 
пентоз определялась с использованием рас-
твора орсина. Метод основан на образовании 
фурфурола из пентозанов при обработке цел-
люлозы раствором с массовой долей соляной 
кислоты 13 % при нагревании и определении 
отогнанного фурфурола спектрофотометриче-
ским методом.  

По результатам анализа рассчитывался 
конечный выход РВ от массы субстрата по 
формуле: 

 

𝑛рв =
Срв ∙ 𝑉г

𝑚𝑐

∙ 0,9 ∙ 100, 

 

где 𝑛рв – выход редуцирующих веществ от 

массы субстрата, %; Срв – конечная концентра-

ция редуцирующих веществ в гидролизате, 
г/л; 𝑉г – объем гидролизата, л; 0,9 – коэффици-
ент, обусловленный присоединением молеку-
лы воды к ангидроглюкозным остаткам соот-
ветствующих мономерных звеньев в результа-
те ферментативного гидролиза целлюлозы;  
mc – масса субстрата, г. 

По результатам анализа установлено, что 
содержание глюкозы и пентоз в общей концен-
трации РВ составляет 79–83 и 1–2 % соответ-
ственно, что свидетельствует о преимуще-
ственно глюкозном составе полученных гидро-
лизатов. Другие сахара в составе РВ не опре-
делялись, так как их содержание составляет 
менее 20 %. Поскольку содержание пентоз в 
составе РВ низкое, влияние реакции взаимо-
действия альдегидной группы с 3,5-динитро-
салициловой кислотой не учитывали. 

Исследования проводились при использо-
вании оборудования Бийского регионального 
центра коллективного пользования СО РАН 
(Институт проблем химико-энергетических тех-
нологий (ИПХЭТ) СО РАН, г. Бийск). 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Определен химический состав сырья (су-

хого мискантуса), % к АСВ: 
– целлюлоза по Кюршнеру – 52,1; 
– гемицеллюлозы – 20,6; 
– лигнин – 20,8; 
– зола – 5,3. 
После автогидролиза сырья (сухого мис-

кантуса) определялся состав твердой фракци. 
В таблице представлен выход твердых фрак-
ций, выделенных из сырья предварительной 
обработкой, в зависимости от температуры и 
продолжительности обработки, при которых 
фактор жесткости автогидролиза находился  
в пределах 3,20–5,67, а также массовая до- 
ля золы и pH в автолизате.  

Из представленных результатов видно, 
что выход твердой фракции и pH автолизата 
снижаются, а массовая доля золы повышается 
с увеличением фактора жесткости обработки 
Miscanthus sacchariflorus Andersson.  

На рис. 1 графически представлено  
изменение состава твердой фракции пос- 
ле автогидролитической обработки Miscanthus 
sacchariflorus Andersson . 

 
Состав твердых фракций после автогидролитической обработки 

Miscanthus sacchariflorus Andersson 
 

Composition of solid fractions after pretreatment 
Miscanthus sacchariflorus Andersson 

 

Параметр 

Температура автолиза, С 

160 180 200 220 

Продолжительность обработки, мин 

25 60 120 25 60 120 25 60 120 25 60 120 

Фактор жесткости 
автогидролиза, R 

3,20 3,58 3,88 3,79 4,17 4,48 4,39 4,77 5,07 4,99 5,37 5,67 

Выход, % 92,0 89,0 84,1 63,2 61,9 61,2 62,6 57,0 50,8 52,0 45,5 40,1 

Массовая доля 
золы*, % 

2,49 2,53 2,64 2,86 3,09 3,19 3,54 3,67 3,85 3,99 4,13 4,20 

рН автолизата 4,84 4,70 4,64 4,22 4,01 3,84 3,79 3,78 3,75 3,65 3,42 3,25 

Примечание. * – в пересчете на АСВ. 
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Рис. 1. Изменение состава твердых фракций после автогидролитической обработки  
Miscanthus sacchariflorus Andersson 

 

Fig. 1. Variation in the composition of solid fractions after autohydrolysis treatment 
of Miscanthus sacchariflorus Andersson 

 

Анализ полученных результатов показал, 
что удаление компонентов из сырья связано с 
изменением температуры. Компоненты сырья, 
в первую очередь гемицеллюлозы, имеют раз-
личную восприимчивость к действию темпера-
туры, приводящей к интенсивному гидролизу 
этого углевода. Повышение температуры так-
же приводит к гидролизу целлюлозы, что в со-
вокупности вызывает существенное изменение 
выхода твердой фракции. Так, с изменением 
температуры при средней продолжительности 
обработки 60 мин выход твердой фракции 
снижается с 89,0 % при 160 

о
С до 45,5 % при 

температуре 220 
о
С, что связано с удалением 

большей части гемицеллюлоз из сырья [17]. 
Этот эффект обусловлен увеличением содер-
жания ионов воды в реакционном растворе, 
что способствует проявлению действия воды 
как слабого полярного растворителя. С увели-
чением температуры повышается уровень 
ионизации воды и образование уксусной кис-
лоты из ацетильных групп гемицеллюлоз. Об-
разующиеся ионы гидроксония являются ката-
лизаторами гидролиза компонентов сырья. С 
ростом температуры в гидролиз компонентов 
сырья больший вклад вносит уксусная кислота. 

Установлена взаимосвязь состава твер-
дой фракции с фактором жесткости автогидро-
лиза. На рис. 2 приведено изменение содер-
жания гемицеллюлоз в твердой фракции в за-
висимости от фактора жесткости автогидроли-
тической обработки Miscanthus sacchariflorus 
Andersson  

Автогидролиз сырья привел к значитель-
ному гидролизу гемицеллюлоз. Из результа-

тов, представленных на рис. 2, видно, что при 
равной продолжительности обработки сырья 
основное влияние на удаление гемицеллюлоз 
оказывает изменение температуры. При по-
вышении фактора жесткости автогидролиза 
сырья с 3,20 до 4,39 происходит основное 
снижение содержания гемицеллюлоз в твер-
дой фазе с 19,4 до 1,2 %. Последующее повы-
шение фактора жесткости при обработке сы-
рья от 4,39 до 5,67 остаточное содержание 
гемицеллюлоз в твердой фазе снижается с 1,2 
до 0,1 %. Таким образом, при обработке сырья 
с фактором жесткости свыше 4,39 происходит 
практически основное удаление гемицеллюлоз 
из твердой фазы. Полученные результаты со-
гласуются с результатами многих работ после 
проведения гидротермической обработки 
(например, [18]). Сахара, полученные из геми-
целлюлоз в результате увеличения темпера-
туры и времени обработки, продолжают раз-
рушаться, в результате чего образуются орга-
нические кислоты, такие как муравьиная,  
уксусная, молочная, гликолевая. Соответ-
ственно, происходит повышение концентрации 
кислот, о чем свидетельствует снижение зна-
чения рН автолизита (см. таблицу) [19]. Терми-
ческое воздействие при сочетании, например, 
с механической обработкой может привести  
к позитивному изменению структуры лигно-
целлюлозного комплекса в обрабатываемом 
сырье [20]. На рис. 3 показано изменение  
содержания лигнина в твердой фазе в зависи-
мости от фактора жесткости автогидролитиче-
ской обработки Miscanthus sacchariflorus 
Andersson.  
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Рис. 2. Изменение содержания гемицеллюлоз в твердой фазе в зависимости от фактора жесткости  
автогидролитической обработки Miscanthus sacchariflorus Andersson 

 

Fig. 2. Variation in the content of hemicelluloses in the solid phase, depending on the harshness 
of autohydrolysis treatment of Miscanthus sacchariflorus Andersson 

 
 

 
 

Рис. 3. Изменение содержания лигнина в твердой фазе в зависимости от фактора жесткости  
автогидролитической обработки Miscanthus sacchariflorus Andersson 

 

Fig. 3. Variation in the content of lignin in the solid phase, depending on the harshness 
of autohydrolysis treatment of Miscanthus sacchariflorus Andersson 

 
Содержание лигнина в твердом остатке 

незначительно снижается, когда жесткость об-
работки составляет от 3,20 до 3,79 (см. рис. 1). 
В этих условиях снижение содержания лигнина 
в твердой фракции составляет до 20,1 %. 
Дальнейшее повышение фактора жесткости 
обработки, связанное с ростом температуры в 
интервале от 3,79 до 5,67, приводит к обрат-
ному явлению – содержание лигнина в твердой 
фракции увеличивается. Известно, что при 
увеличении жесткости обработки возможно 

протекание реакции конденсации лигнина.  
В результате обработка при высоком факторе 
жесткости приводит к тому, что реакция кон-
денсации лигнина преобладает над гидроли-
зом, что приводит к образованию псевдолиг-
нина, который осаждается повторно на по-
верхность твердой фракции [21]. 

В отличие от гемицеллюлоз и лигнина 
целлюлоза в меньшей степени подвержена 
автогидролизу в воде (рис. 4).  
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Рис. 4. Изменение содержания целлюлозы в твердой фазе в зависимости от жесткости  
автогидролитической обработки Miscanthus sacchariflorus Andersson 

 

Fig. 4. Variation in the content of cellulose in the solid phase, depending on the harshness 
of autohydrolysis treatment of Miscanthus sacchariflorus Andersson 

 
Как отмечается, гидролиз целлюлозы при 

гидротермической обработке обычно является 
низким и зависит от происхождения расти-
тельного сырья. Установлено, что при обра-
ботке древесных видов сырья гидролиз цел-
люлозы незначителен, а в случае обработки 
травянистого сырья и сельскохозяйственных 
отходов возможно существенное разрушение 
целлюлозы при гидролизе [22]. Так, при фак-
торе жесткости до 4,17, что соответствует тем-
пературному диапазону 160–180 

о
С, независи-

мо от продолжительности обработки гидролиз 
целлюлозы незначительный, а ее содержание 
в твердой фазе увеличивается по сравнению 
со снижением гемицеллюлозы (см. рис. 2). Ин-
тенсивное снижение содержания гемицеллю-
лоз происходит при увеличении фактора жест-
кости от 3,20 до 4,17, что приводит к заметно-
му повышению в составе твердой фазы со-
держания целлюлозы – до 75,7 % (см. рис. 4). 
Наибольшее содержание целлюлозы в твер-
дой фракции (75,7 и 76,9 %) образуется при 
факторе жесткости обработки сырья 4,17 и 
4,39, что соответствует температуре обработки 
сырья 180 и 200 

о
С и продолжительности об-

работки сырья 60 и 25 мин. Снижение содер-
жания целлюлозы в твердой фракции от 76,9 
до 60,0 % происходит при повышении темпе-
ратуры обработки от 200 до 220 

о
С, При этом в 

зависимости от продолжительности обработки 
сырья фактор жесткости меняется от 4,39 до 
5,67. Это показывает, что в рассматриваемых 
условиях происходит гидролиз целлюлозы в 
твердой фракции. С повышением температуры 
обработки сырья происходит рост концентра-
ции уксусной кислоты в реакционной массе, 

которая катализирует гидролиз гликозидных 
связей в целлюлозе, прежде всего на аморф-
ных участках [23]. При повышении жесткости 
обработки от 4,77 до 5,67 гидролиз целлюлозы 
происходит более выраженно, что и приводит к 
снижению содержания целлюлозы в твердой 
фракции до 60 %. 

Обработка сырья в рассматриваемых 
условиях автогидролиза существенно влияет 
на ферментативный гидролиз твердых  
фракций. На рис. 5 показано влияние фактора 
жесткости автогидролитической обработки 
Miscanthus sacchariflorus Andersson на фер-
ментативный гидролиз твердых фракций. 

Из представленных результатов видно, 
что повышение жесткости обработки приводит 
к улучшению условий для действия ферментов 
в интервале фактора жесткости автогидролиза 
3,20–4,17. Повышение уровня накопления ре-
дуцирующих веществ показывает устойчивый 
рост по мере удаления гемицеллюлоз и дости-
гает максимального значения – 45,1 %, что со-
относится со снижением содержания гемицел-
люлоз до уровня 5,3 % (см. рис. 2) и достиже-
нием минимального содержания лигнина – 
26,5 % (см. рис. 3). Этот выход редуцирующих 
веществ в 2,9 раза превышает выход редуци-
рующих веществ из необработанного автогид-
ролизом исходного сырья. После гидролиза 
необработанного сырья получена концентра-
ция редуцирующих веществ 15,5 % после 72 ч 
обработки ферментами. С ужесточением усло-
вий обработки сырья (фактор жесткости более 
4,48) уровень накопления редуцирующих ве-
ществ сократился до 31,78 %. Известно, что 
слишком жесткие условия обработки расти-
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тельного сырья могут способствовать конден-
сации и осаждению растворимых соединений 
лигнина на поверхности целлюлозы [24]. В 
данном случае повышение жесткости условий 
обработки сырья привело к накоплению лигни-
на в твердой фракции (см. рис. 3) и снижению 

эффективности ферментативной обработки 
целлюлозы. Таким образом, обработка сырья 
при факторе жесткости 3,20–4,48 создает 
наиболее благоприятные условия для фер-
ментативного гидролиза углеводов и образо-
вания редуцирующих веществ.  

 

 
 

Рис. 5. Влияние фактора жесткости автогидролитической обработки Miscanthus sacchariflorus Andersson  
на выход РВ при ферментативной обработке твердых фракций 

 

Fig. 5. Harshness effect of autohydrolysis treatment of Miscanthus sacchariflorus Andersson 
on the reducing sugars yield during enzymatic hydrolysis of solid fractions 

 
ВЫВОДЫ 
Установлено, что при изменении условий 

автогидролитической обработки Miscanthus 
sacchariflorus Andersson образуются твердые 
фракции, содержащие целлюлозу, лигнин, ге-
мицеллюлозу и минеральные вещества, соот-
ношение которых зависит от фактора жестко-
сти.  

Показано, что при факторе жесткости 5,67 
происходит практически полный гидролиз ге-
мицеллюлозы, однако наблюдается увеличе-
ние содержания лигнина в твердой фракции, 
что обусловлено конденсацией лигнина с об-
разованием псевдолигнина. Наибольшее со-

держание целлюлозы в твердой фазе наблю-
дается при гидролитической обработке сырья  
с фактором жесткости 4,39 при темпера- 
туре 200 

о
С и продолжительности обработки 

25 мин. 
Определено, что гидролитическая обра-

ботка Miscanthus sacchariflorus Andersson при 
факторах жесткости от 3,20 до 4,48 приводит к 
образованию субстрата, обработка которого 
ферментными препаратами «Целлолюкс-А» и 
«Брюзайм BGX» позволяет получать фермен-
тализаты с содержанием редуцирующих ве-
ществ до 45 %. 
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Резюме: Целью исследования являлось изучение процесса экстракции ценных протеиновых водо-
растворимых веществ из высокоминерализованного мясокостного сырья при гидролизе протео-
литическими ферментами. Эксперименты проводили на говяжьих трубчатых и реберных костях с 
применением ферментов Alcalase 2,5 L, Protamex, Протосубтилин Г3х. Эффективность гидролиза 
белков оценивали по накоплению в водном протеиновом экстракте небелкового аминного азота, 
количество которого устанавливали путем формольного титрования. Оценку химического со-
става сырья и продуктов гидролиза проводили стандартными физико-химическими методами. 
Высушивание гидролизованных протеиновых фракций осуществляли на лиофильной установке 
при температуре конденсатора -55 °C. Сушку осадочной белково-минеральной фракции проводили 
конвекционным способом при 60 

о
С. Установлен общий химический состав сырья и протеиновых 

гидролизатов. Показано, что ферментолиз в водной среде с предварительным отделением жира 
и последующим разделением фракций позволяет получать низкомолекулярные водорастворимые 
пептиды и белково-минеральные нерастворимые композиции, а также жировые продукты в коли-
честве 13,3–14,4 % от массы сырья. Выход протеинов по содержанию сухих веществ в водорас-
творимых сублимированных продуктах составил 6,1–7,9 % в зависимости от вида фермента и 
условий гидролиза. Основная масса протеинов сырья осаждается вместе с минеральными веще-
ствами при ферментолизе. Содержание сухих веществ в плотных осадках составило 66,5–73,8 %. 
Рекомендовано применять ферментолиз мясокостного сырья для предварительной обработки 
при последующем высокотемпературном гидролизе. Протеиновые продукты, полученные при 
ферментативной модификации мясокостного сырья, рекомендованы к использованию в составе 
кормовых добавок, микробиологических сред и удобрений, кормов для аквакультуры. Для этого 
необходимо изучить их аминокислотный состав и провести биологические испытания. Выделен-
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Abstract: The objective of this research was to study the process of extraction of valuable protein water-
soluble substances from highly mineralized meat and bone raw materials during hydrolysis by proteolytic 
enzymes. The experiments were carried out on beef tubular and costal bones using enzymes Alcalase 2.5 L, 
Protamex, Protosubtilin G3x. The efficiency of protein hydrolysis was evaluated by the accumulation of non-
protein amino nitrogen in the aqueous protein extract, the amount of which was determined by formol titra-
tion. The chemical composition of raw materials and hydrolysis products was evaluated by standard physico-
chemical methods. The drying of hydrolyzed protein fractions was carried out on a lyophilic freeze dryer at a 
condenser temperature of -55 ° C. Drying of the sedimentary protein-mineral fraction was carried out by con-
vection method at 60 

about
C. The general chemical composition of raw materials and protein hydrolysates is 

established. It was shown that fermentolysis in an aqueous medium with preliminary separation of fat and 
subsequent separation of fractions makes it possible to obtain low molecular weight water-soluble peptides 
and protein-mineral insoluble compositions, as well as fat products in the amount of 13.3–14.4 % of raw ma-
terials by weight. The yield of proteins by the content of solid products in water-soluble freeze-dried products 
was 6.1–7.9 %, depending on the type of enzyme and hydrolysis conditions. The bulk of the raw material's 
protein mass is precipitated together with mineral substances during fermentolysis. The solids content in 
dense sediments was 66.5–73.8 %. It is recommended to use the fermentolysis of meat and bone raw mate-
rials for pre-treatment in subsequent high-temperature hydrolysis. Protein products obtained by enzymatic 
modification of meat and bone raw materials are recommended for use as part of feed supplements, micro-
biological media and fertilizers, as well as feed for aquaculture. To accomplish that, it is necessary to study 
their amino acid composition and conduct biological tests. The extracted fat may also serve as a raw material 
for a number of fat products (margarine, spreads, soap). 
 

Keywords: meat and bone byproduct, collagen, enzymatic hydrolysis, solids, water-soluble peptides, amine 
nitrogen 
 

Acknowledgments: The study was carried out with the financial support of the Foundation for the Promotion 
of Innovation under the START-1 program, R&D on the topic: “Development of technology for processing 
secondary meat and bone raw materials and obtaining experimental samples of the functional components 
of protein, lipid and protein-mineral compositions” (contract no. 3209ГС1/48676 03 September 2019, grant 
no. АААА-А19-119101790069-4). 
 

Information about the article: Received February 27, 2019; accepted for publication May 29, 2020; availa-
ble online June 30, 2020. 
 

For citation: Mezenova NYu, Agafonova SV, Mezenova OYa, Baydalinova LS, Volkov VV. The use of en-
zymatic modification in recycling of meat and bone collagen-containing byproducts. Izvestiya Vuzov. Priklad-
naya Khimiya i Biotekhnologiya = Proceedings of Universities. Applied Chemistry and Biotechnology. 
2020;10(2):314–324. (In Russian) https://doi.org/10.21285/2227-2925-2020-10-2-314-324 

 
ВВЕДЕНИЕ 
Переработка животноводческого сырья 

неизбежно связана с образованием побочного 
сырья (кости, костный шрот, мослы, обрезь, 
головы, соединительные ткани, лапы и перо 
птицы и др.) [1, 2]. Ввиду низкого пищевого ка-
чества, трудоемкости переработки и недоста-
точной востребованности особую проблему 
представляет использование высокоминера-
лизованного мясокостного сырья крупного ро-
гатого скота (КРС), к которому относятся ре-
берные и трубчатые кости с кулаками и кост-

ным мозгом [3, 4]. Однако мясокостное сырье 
имеет высокий биопотенциал, обусловленный 
наличием в его составе такого ценного белка, 
как коллаген и его специфических аминокислот 
(глицина, пролина, оксипролина, глутаминовой 
кислоты и др.), а также кальция, фосфора и 
жирных кислот.  

Высокоминерализованный коллаген, со-
ставляющий основу соединительной ткани ор-
ганизма млекопитающих (отсутствует у расте-
ний, бактерий, вирусов, простейших и грибов), 
обеспечивает ее прочность и эластичность 
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благодаря структурным единицам – тропокол-
лагенам. Масса коллагена может достигать 
50 % веса костной ткани [5, 6]. Перевод его в 
растворимое состояние ферментативным пу-
тем позволит получать ценные низкомолеку-
лярные пептиды и аминокислоты заданного 
состава, биологически активные пептиды, вос-
требованные во многих отраслях, в том числе 
при производстве пищевых, кормовых и мик-
робиологических продуктов [7, 8]. При перера-
ботке данного сырья представляется перспек-
тивным применение процесса гидролитическо-
го распада костных тканей под действием про-
теолитических ферментов коллагеназной спе-
цифичности, который позволит не только по-
лучать полезные протеиновые продукты, но и 
будет способствовать комплексной переработ-
ке сырья с выделением минеральных и жиро-
вых фракций [9–12]. 

Целью настоящей работы являлось ис-
следование процесса биотехнологической об-
работки мясокостного побочного сырья раз-
личными протеолитическими ферментами с 
установлением степени экстракции водорас-
творимых низкомолекулярных протеиновых 
фракций и перспективности получения ценных 
протеиновых, минеральных и жировых продук-
тов. 

Для достижения этой цели необходимо 
было решить следующие задачи: исследовать 
химический состав сырья, обосновать выбор 
наиболее эффективных ферментов для пере-
вода коллагеновых белков в растворимое со-
стояние, установить степень экстракции в воду 
продуктов гидролиза, определить перспектив-
ность ферментолиза при переработке мясо-
костного сырья с целью эффективного исполь-
зования полученных продуктов гидролиза. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ  
Исследования проводили в Центре пере-

довых технологий использования белков Ка-
лининградского государственного технического 
университета. В качестве основного сырья ис-
пользовали кости трубчатые с кулаками и реб-
ра КРС (Голубевский мясокомбинат «ЛЭАР», 
Калининградская область) и кости реберные 
говяжьи (ООО «МК “Залесье”»).  

Содержание влаги, белков, жира и золы 
определяли по государственным стандартам 
9793-2016, 25011-2017, 23042-2015, 31727-
2012 соответственно. Массовую долю колла-
гена в сырье определяли по ГОСТ 33692-2015. 
Содержание кальция и фосфора оценивали по 
ГОСТ 55573-2013 и 9794-2015. Степень гидро-
лиза протеинов сырья оценивали по накопле-
нию водорастворимого аминного азота по 
ГОСТ 7636-85, кислотности тканей и содержа-
нию сухих веществ (СВ) в водорастворимой 
фракции, а также по массе в гидролизной си-

стеме нерастворимого плотного остатка и со-
держанию в нем сухих веществ. 

Для ферментативного распада коллагено-
вых тканей использовали протеолитические 
ферменты коллагеназной специфичности: 
«Alcalase 2,5 L» и «Protamex» (активность 2,5 и 
1,5 AU/г соответственно; эндопептидазы; про-
изводитель Novozymes, Дания), «Протосубти-
лин Г3х» (активность 70 ед/г, экзопептидаза, 
ООО ПО «Сиббиофарм», Россия), которые 
эффективно гидролизовали коллагеновые 
рыбные ткани [12, 13]. Ферментацию проводи-
ли при варьировании дозировки ферментов от 
1 до 3 % к массе сырья и продолжительности 
процесса от 180 до 360 мин при температуре 
50 °С и pH=7. На втором этапе исследовали 
глубину гидролиза тканей при комбинировании 
ферментов (эндо- и экзопептидаз) при дози-
ровках 0,5, 1 и 2 % к массе сырья в течение 90 
и 120 мин. Параллельно проводили контроль-
ные эксперименты с пробами без добавления 
ферментов. По окончании ферментолиза про-
бы выдерживали при температуре 90 

о
С в те-

чение 15 мин для инактивирования фермен-
тов. Далее пробы центрифугировали в течение 
15 мин при температуре 40 ºС и частоте 
4000 об./мин для разделения смеси на плот-
ную (белково-минеральную) и жидкую (протеи-
новую) фракции.  

Для проведения экспериментов 100 г из-
мельченного сырья помещали в герметичные 
стеклянные банки, смешивали с подогретой 
водой в соотношении 1:1 таким образом, что-
бы температура смеси достигала 50 ºС, до-
бавляли фермент или композицию ферментов 
и проводили ферментолиз в шуттель-аппарате 
при автоматическом встряхивании смеси и 
поддержании заданной температуры. Посколь-
ку в трубчатых костях содержится повышенное 
количество костного мозга и жира, его предва-
рительно удаляли из системы, получая допол-
нительно полезный продукт. Для обезжирива-
ния измельченное сырье смешивали с горячей 
водой (80–85 

о
С), выдерживали 30 мин и отде-

ляли жир с помощью центрифугирования. 
После ферментолиза жидкие водораство-

римые фракции лиофильно высушивали в те-
чение 30 ч при температуре в конденсаторе  
-55 ºС в сублимационной сушильной установке 
Martin Christ Alpha 1-2 LDplus до содержания 
влаги в продукте около 6 %, получая протеи-
ново-пептидные добавки. Непрогидролизован-
ный осадок, содержащий нерастворимые бел-
ки и минеральные вещества, высушивали в 
сушильном шкафу конвекционным способом 
при температуре 60 

о
С до содержания влаги не 

более 8 %, затем тонко измельчали [14].   
Математическую обработку полученных 

данных осуществляли с применением методов 
математической статистики при доверительной 
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вероятности вывода 95 % с помощью про-
грамм Microsoft Office. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
Характеристика общего химического со-

става исследованного мясокостного сырья 
приведена в табл. 1. 

Из данных, приведенных в табл. 1, видно, 
что протеина содержится больше в трубчатых 
костях (29,7 %), чем в реберных (22,8 %). При 
этом массовая доля коллагена в обоих видах 
сырья достаточно высока и составляет соот-
ветственно 80,8 и 93 % массы белка. Следует 
отметить повышенную жирность сырья (16,1 и 
18,8 %), что мешает извлечению протеиновой 
фракции. Поэтому перед ферментолизом 
необходимо предварительное удаление жира. 
Это позволит сохранить все его полезные 
свойства, избежав негативного воздействия 
ферментов. Путем обработки горячей водой и 
отделения выделившегося жира центрифуги-
рованием получали, в зависимости от вида 
сырья, жировые фракции в количестве соот-
ветственно 13,3 и 14,4 % от массы сырья. Вы-
сокое содержание минеральных веществ в ис-
следованном сырье – 33,9–36,2 % (см. табл. 1) 
свидетельствует как о его высокой прочности, 
так и значительном минеральном потенциале, 
в том числе по содержанию кальция и фосфо-
ра (табл. 2).  

Из данных табл.  2 следует, что говяжьи 
трубчатые кости и ребра являются хорошим 
источником кальция (15,1–16,6 %) и фосфора 
(7,5–6,9 %), при этом массовое соотношение 
данных металлов – 1:0,5 и 1:0,4 соответствен-
но,  приближено к рекомендуемому (1:0,8) для 
питания (МР 2.3.1.2432-08) Это обусловливает 

рациональность извлечения из говяжьего мя-
сокостного сырья данных микроэлементов и 
использования их в качестве минеральных до-
бавок [15–17]. 

В табл. 3 приведены характеристика про-
цесса и показатели глубины гидролиза ребер-
ного мясокостного сырья в водной среде, про-
веденного с применением различных протео-
литических ферментов и их комбинаций, при 
этом во всех экспериментах масса добавляе-
мой воды составила 100 г на 100 г массы сы-
рья, то есть соотношение воды и сырья 1:1. 

Из данных, представленных в табл. 3, 
можно сделать вывод о сложном характере 
ферментативного воздействия на ткани ребер 
говяжьих в зависимости от применяемого 
фермента (или композиции ферментов) и его 
количества, а также продолжительности про-
цесса, влияющих на характер расщепления 
протеинов. О глубине гидролиза белков 
наилучшим образом свидетельствуют значе-
ния содержания аминного азота (АА) в водо-
растворимом протеиновом гидролизате, кото-
рые прямо коррелируют с массовой долей  
в нем сухих веществ, его кислотностью и име-
ют обратно пропорциональную зависимость  
от массы осадка и содержания в нем сухих 
веществ. Следует отметить, что данные  
показатели растут с увеличением дозировки 
фермента от 1 до 3 %, но их прирост незначи-
телен в диапазоне 2–3 %. Наилучшие ре-
зультаты по глубине гидролиза с учетом ко-
личественных значений всех показателей  
отмечены при применении индивидуальных 
ферментов Alcalase 2,5 L (2 %, 360 мин,  
АА = 414,4 мг/100 г) и Протосубтилина (3 %, 
360 мин, АА = 422,2 мг/100 г). 

Таблица 1 
Общий химический состав исследованного мясокостного сырья, % 

Table 1 
General chemical composition of the studied meat and bone raw materials, % 

 

Дата  
проведения 

исследования 

Сырье 
и характер его 
измельчения 

Сухие  
вещества 

Влага Жир Протеин Коллаген 
Минеральные 

вещества 

22.10.2019 г. 
Ребра говяжьи, 

тонкое 
измельчение 

75,11±0,15 24,89±0,14 16,10±0,08 22,82±0,17 21,18±0,12 36,20±0,14 

18.09.2019 г. 

Кости 
трубчатые 

говяжьи 
с кулаками, 

крупное 
измельчение 

82,43±0,16 17,57±0,11 18,83±0,09 29,67±0,18 24,07±0,10 33,83±0,13 

 
Таблица 2 

Содержание кальция и фосфора в мясокостном сырье 
Table 2 

Content of calcium and phosphorus in meat and bone raw materials 
 

Сырье 
Содержание, % массы сырья 

кальция фосфора 

Кости трубчатые говяжьи с кулаками 16,61±0,03 7,52±0,06 
Ребра говяжьи 15,12±0,04 6,9±0,05 
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Таблица 3 
Условия и результаты ферментативного гидролиза ребер говяжьих протеолитическими 

ферментами и их комплексами 
Table 3 

Conditions and results of enzymatic hydrolysis of beef ribs with proteolytic enzymes 
and their complexes 

 

Н
о
м

е
р
  

э
кс

п
е
р
и
м

е
н
та

 

Фермент / 
продолжи-
тельность 
гидролиза, 

мин 

Количество 
фермента, 

% массы сырья, 
(ед. активности) 

Характеристика водорастворимого  
протеинового гидролизата 

Белково-минеральный 
остаток 

Масса, г 
Сухие  

вещества, 
% 

АА, мг/100 г 

Кислот-
ность, % 
уксусной 
кислоты 

Масса, г 
Сухие 

вещества, 
% 

Ферментативный гидролиз индивидуальными ферментами 

1 

Alcalase / 180 

0 (0) 50,51±0,21 1,79±0,01 42,32±0,11 0,30±0,01 143,52±0,21 45,24±0,18 

1 (2,5 AU/г) 91,50±0,16 6,68±0,04 326,2±1,12 4,20±0,02 105,53±0,24 38,07±0,13 

2 (5 AU/г) 87,55±0,22 6,90±0,03 344,4±1,23 5,22±0,02 107,54±0,19 38,23±0,14 

Alcalase / 360 

0 (0) 61,53±0,18 1,99±0,02 47,6±1,08 0,24±0,01 130,07±0,22 47,32±0,16 

1 (2,5 AU/г) 90,05±0,19 6,96±0,03 393,4±1,34 3,06±0,02 104,01±0,21 30,21±0,12 

2 (5 AU/г) 92,12±0,17 7,32±0,02 414,4±2,03 3,84±0,02 104,03±0,22 29,14±0,13 

2 

Протосуб- 
тилин / 180 

0 (0) 51,04±0,09 1,53±0,02 43,4±0,09 0,24±0,01 151,64±0,23 49,65±0,18 

1 (70 ед/г) 74,52±0,21 7,67±0,03 331,8±1,34 3,32±0,03 124,62±0,32 61,36±0,21 

2 (140 ед/г) 83,14±0,17 8,62±0,03 347,2±1,16 3,68±0,04 115,94±0,23 62,13±0,30 

3 (210 ед/г) 87,72±0,18 8,89±0,03 337,4±1,26 3,72±0,03 113,16±0,18 65,10±0,24 

Протосуб- 
тилин / 360 

0 (0) 58,14±0,16 1,88±0,02 51,8±1,17 0,27±0,01 140,43±0,19 52,50±0,14 

1 (70 ед/г) 82,63±0,21 6,27±0,03 343,0±1,05 2,34±0,03 115,45±0,16 63,91±0,15 

2 (140 ед/г) 90,11±0,21 7,01±0,02 370,6±1,01 3,63±0,02 110,73±0,17 65,63±0,09 

3 (210 ед/г) 91,15±0,17 8,41±0,01 422,2±1,11 3,93±0,02 110,72±0,14 66,16±0,19 

3 

Protamex / 180 

0 (0) 55,03±0,12 1,85±0,02 42,0±1,15 0,24±0,02 142,01±0,16 52,87±0,12 

1 (1,5 AU/г) 88,01±0,18 8,00±0,03 249,2±1,19 3,00±0,03 109,04±0,11 65,42±0,13 

2 (3,0 AU/г) 91,05±0,18 9,96±0,02 278,6±2,02 3,80±0,02 107,06±0,14 65,55±0,11 

3 (4,5 AU/г) 93,52±0,13 9,39±0,03 246,4±1,16 4,32±0,03 105,52±0,18 67,4±0,13 

Protamex / 360 

0 (0) 57,06±0,09 1,73±0,01 130,4±2,01 0,24±0,01 140,04±0,22 52,6±0,12 

1 (1,5 AU/г) 86,57±0,22 8,10±0,03 330,4±1,24 2,40±0,02 112,52±0,13 65,7±0,09 

2 (3,0 AU/г) 90,03±0,11 8,03±0,02 292,6±1,19 3,18±0,03 110,02±0,19 66,5±0,21 

3 (4,5 AU/г) 94,52±0,14 10,27±0,03 351,4±2,05 3,90±0,03 105,51±0,14 66,8±0,16 

Ферментативный гидролиз комплексами протеолитических ферментов 

4 

Alcalase / 90 
+ Протосуб-
тилин / 90 

0/0 (0/0) 54,33±0,19 1,82±0,01 39,21±0,09 0,06±0,01 141,91±0,19 52,23±0,14 

0,5/0,5 
(1,25 AU/г / 
35 ед/г) 

91,22±0,22 7,54±0,02 249,23±1,20 1,98±0,02 107,53±0,23 67,51±0,18 

1/1 (2,5 AU/г / 
70 ед/г) 

85,45±0,17 7,66±0,03 281,04±1,19 2,22±0,03 114,14±0,22 64,7±0,20 

2/2 (5 AU/г / 
140 ед/г) 

89,02±0,13 8,87±0,02 294,05±1,24 3,180,02± 112,63±0,23 61,9±0,17 

Алкала-
за / 120 + 
Потосуб-
тилин / 120 

0/0 (0/0) 59,05±0,12 2,15±0,02 49,02±0,91 0,06±0,01 138,42±0,19 51,6±0,13 

0,5/0,5 
(1,25 AU/г / 
35 ед/г) 

85,43±0,23 7,83±0,03 267,46±1,22 2,10±0,03 118,11±0,14 63,8±0,16 

1/1 (2,5 AU/г / 
70 ед/г) 

90,66±0,21 8,27±0,03 289,31±1,92 3,06±0,03 108,93±0,12 65,5±0,11 

2/2 (5 AU/г / 
140 ед/г) 

84,91±0,18 8,50±0,03 306,62±1,26 2,82±0,03 117,06±0,09 62,7±0,16 

5 

Protamex / 90  
+ Протосуб-
тилин / 90 

0/0 (0/0) 68,93±0,15 1,73±0,02 54,670,91± 0,24±0,02 129,46±0,11 56,1±0,12 

0,5/0,5 
(0,75 AU/г / 
35 ед/г) 

92,72±0,21 6,43±0,03 183,48±1,19 2,60±0,03 104,45±0,08 68,6±0,17 

1/1 (1,5 AU/г / 
70 ед/г) 

96,06±0,19 7,08±0,03 205,83±2,07 2,78±0,03 100,02±0,09 67,3±0,18 

2/2 (3 AU/г / 
140 ед/г) 

91,17±0,23 8,55±0,03 224,06±2,13 3,26±0,03 110,43±0,11 63,7±0,18 

Протосуб-
тилин / 120 
+ Потосуб-
тилин / 120 

0/0 (0/0) 72,63±0,18 1,85±0,02 60,28±0,86 0,18±0,02 126,82±0,18 55,8±0,13 

0,5/0,5 
(0,75 AU/г / 
35 ед/г) 

99,42±0,25 6,47±0,03 212,82±1,19 2,71±0,03 99,440,11± 67,6±0,17 

1/1 (1,5 AU/г / 
70 ед/г) 

102,01±0,26 7,55±0,03 243,652,03± 4,13±0,03 96,72±0,09 68,3±0,14 

2/2 (3 AU/г / 
140 ед/г) 

96,52±0,18 8,22±0,03 245,032,11± 4,29±0,03 103,62±0,16 67,8±0,09 
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В то же время при обработке ферментами 
в течение 360 мин в образцах появлялись по-
сторонние запахи (аммиачный, жженый и др.), 
что свидетельствует о чрезмерной продолжи-
тельности процесса и рациональности его 
проведения в течение 180 мин в обоих случа-
ях, поскольку количественные значения АА 
отличаются на 4,3 и 18,6 % соответственно при 
дозировке 2 % (344,4 и 337,4 мг/100 г соответ-
ственно). Не показало своих преимуществ  
по глубине гидролиза сочетание ферментов 
при различных их дозировках и продолжитель-
ности процесса. В данных экспериментах,  
как следует из табл. 3, показатели АА были на 
уровне 249,2–306,6 мг/100 г, наилучшей компо-
зицией можно считать Alcalase + Протосубти-
лин при последовательном воздействии 
90 + 90 мин. А при воздействии в течение об-
щей продолжительности процесса 180 мин 
значения АА оказались ниже, чем при исполь-
зовании индивидуальных ферментов в течение 
180 мин при дозировке 1 %. 

Результаты сравнительных экспериментов 
по выбору наиболее эффективных ферментов 
для гидролиза костей трубчатых говяжьих при-
ведены в табл. 4. 

Из данных табл. 4 следует, что при обра-
ботке ферментами костей трубчатых говяжьих 
гидролиз белков идет значительно слабее, чем 
ребер (см. табл. 3), что объясняется повышен-

ной минерализованностью данного сырья. На 
первой стадии (90 мин) наибольший прирост 
АА наблюдался при использовании фермента 
Alcalase (196,0–324,8 мг/100 г). Увеличение 
дозировки ферментов до 2,0 % к массе сырья 
способствовало увеличению продуктов гидро-
лиза на 63–81 %. Дальнейшее увеличение до-
зировки ферментов до 3 % нецелесообразно 
ввиду технологической и экономической не-
эффективности, особенно при использовании 
фермента Protamex (наиболее дорогой и 
наименее эффективный). При использовании 
композиций ферментов на первой стадии про-
цесса (90 мин) также более эффективным яв-
ляется фермент Alcalase, особенно при дози-
ровке 0,5 %. При обработке в течение 120 мин, 
когда в реакционную смесь добавляется Про-
тосубтилин Г3х, небольшой прирост АА фикси-
руется при общей дозировке ферментов до 
2,0 %, но полученный эффект гидролиза от 
суммарного воздействия ферментов не дости-
гает уровня индивидуального действия фер-
мента Alcalase.  

О степени экстракции растворенных про-
теинов в водную среду судили по содержанию 
сухих веществ в сублимированных протеино-
вых гидролизатах и высушенных плотных 
непрогидролизованных остатках (осадках), от-
несенных к содержанию сухих веществ в сы-
рье (табл. 5). 

 
Таблица 4 

Содержание аминного азота при воздействии индивидуальных и комплексных протеолити-
ческих ферментов на кости трубчатые говяжьи в водной среде 

при гидромодуле 1 : 1 и температуре 50 ºС 
Table 4 

Amine nitrogen in tubular beef bones treated by individual and complex proteolytic enzymes 
in a water module of 1 : 1 and a temperature of 50 ºС 

 

 

Номер 
экспе-

римента 

Продолжи-
тельность 

воздействия, 
мин 

Фермент 
Доза фермента, % к массе сырья 

0 (контроль) 1,0 2,0 3,0 

Ферментативный гидролиз индивидуальными ферментами 

1 

180 

Alcalase 21,31±0,02 147,02±1,12 156,81±1,12 218,41±1,13 

2 Protamex 14,03±0,03 232,43±1,09 312,24±1,20 282,8±1,16 

3 Протосубтилин 15,42±0,03 224,02±1,11 182,81±1,22 175,03±1,12 

4 

360 

Alcalase 18,21±0,02 198,81±1,15 289,82±1,19 175,02±1,19 

5 Protamex 15,44±0,01 211,44±1,08 310,82±1,20 274,42±1,17 

6 Протосубтилин 15,51±0,01 141,42±1,06 148,44±1,17 238,01±1,19 

Ферментативный гидролиз комплексными ферментами 

7 

90 + 90 

Alcalase + 
Протосубтилин 

11,91±0,01 196,01±2,02 161,04±1,18 324,81±2,07 

8 
Protamex + 
Протосубтилин 

9,82±0,02 133,02±2,01 189,04±1,21 194,64±1,21 

9 

120 + 120 

Alcalase + 
Протосубтилин 

5,63±0,01 201,62±1,19 173,61±1,17 217,03±1,18 

10 
Protamex  + 
Протосубтилин 

5,62±0,1 134,42±1,14 156,82±1,15 215,62±1,16 
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Таблица 5 
Степень извлечения сухих веществ в водорастворимые протеиновые гидролизаты 

и их остаточное содержание в белково-минеральных осадках (сухие формы) 
при ферментолизе различными ферментами ребер говяжьих 

Table 5 
Solids extraction into water-soluble protein hydrolysates and their residual content 

in protein-mineral sediments (dry forms) during fermentolysis by various enzymes of beef ribs 
 

 
Из данных табл. 5 видно, что степень экс-

тракции сухих веществ (в основном протеино-
вого характера) в сублимированный водный 
гидролизат при ферментолизе ребер говяжьих, 
определенная относительно их содержания в 
сырье, составляет 6,1–7,9 % в зависимости от 
вида фермента (или их композиции), его дози-
ровки и продолжительности воздействия. При 
этом увеличение дозировки ферментов и про-
должительности существенно не влияет на 
этот показатель. Практически весь протеино-
вый материал (вместе с минеральными веще-
ствами) осаждается в плотный остаток, о чем 
свидетельствуют высокие значения в нем по-
казателя сухих веществ (66,5–73,8 %). Данный 
факт свидетельствует о прочности коллагено-
вых белков исследованного сырья, их относи-
тельной устойчивости к ферментативному гид-
ролизу, так как большая часть их не перешла в 
растворенное состояние при всех исследован-
ных условиях обработки [1–4, 12]. 

Подобные результаты по выходу сухих 
веществ были получены при ферментатолизе 
трубчатых говяжьих костей: степень экстрак-
ции сухих веществ в сублимированный гидро-
лизат составила от 5,4 до 7,1 %, при этом в 
плотном остатке их содержание составило от 
68,4 до 75,8 % их первоначального уровня. 

Результаты проведенных исследований 
показывают, что при ферментативной обра-
ботке высокоминерализованного коллагенсо-
держащего мясокостного сырья наиболее эф-
фективно применение фермента Alcalase 2,5 L 
как самостоятельно, так и в комбинации с Про-
тосубтилином Г3х при дозировке не более  
0,5–1 % к массе сырья. При этом возможно 
получение двух протеиновых продуктов: пер-
вого – в виде водорастворимого сублимиро-
ванного протеинового материала, второго – в 
виде нерастворимого белково-минерального 
тонко измельченного порошка. Оба продукта 
могут найти применение в промышленности 

Номер 
экспе-

римента 
(табл. 3) 

Ферменты 

Продол- 
житель-
ность 

гидроли-
за, мин 

Целевые  
продукты  
гидролиза  

(высушенные 
формы) 

Степень извлечения сухих веществ, % к массе  
сырья, в продукты гидролиза при дозировках  

фермента, % массы сырья 

0 1,0 2,0 3,0 

Ферментативный гидролиз ребер говяжьих протеолитическими ферментами 

1 Alcalase 

180 
Гидролизат 
Плотный остаток 

0,91±0,01 
79,62±0,12 

6,11±0,06 
70,43 ±0,24 

6,45±0,07 
68,91±0,19 

– 
– 

360 
Гидролизат 
Плотный остаток 

1,22±0,01 
78,52±0,08 

6,3±0,07 
72,61±0,07 

6,7±0,05 
71,03±0,05 

– 
– 

2 
Протосуб-
тилин 

180 
Гидролизат 
Плотный остаток 

1,09±0,04 
78,21±0,16 

5,74±0,06 
73,32±0,17 

7,22±0,03 
72,01±0,15 

7,82±0,05 
68,61±0,12 

360 
Гидролизат 
Плотный остаток 

0,78±0,01 
77,74±0,11 

5,22±0,03 
73,81±0,13 

7,03±0,04 
70,62±0,15 

7,73±0,08 
69,21±0,12 

3 Protamex 

180 
Гидролизат 
Плотный остаток 

1,02±0,01 
78,92±0,12 

7,04±0,05 
70,33±0,13 

9,03±0,08 
68,12±0,09 

9,12±0,07 
67,14±0,14 

360 
Гидролизат 
Плотный остаток 

0,99±0,01 
78,61±0,12 

7,14±0,04 
69,92±0,13 

7,25±0,03 
68,24±0,09 

9,82±0,04 
66,51±0,11 

Ферментативный гидролиз  ребер говяжьих комплексами протеолитических ферментов 

4 

Alcalase 90 
Гидролизат 
Плотный осадок 

0,99±0,01 
78,02±0,11 

6,6±0,04 
70,63±0,09 

6,9±0,04 
69,81±0,15 

7,9±0,05 
68,73±0,13 

Протосуб-
тилин 

120 
Гидролизат 
Плотный осадок 

1,25±0,02 
77,4±0,12 

6,73±0,06 
75,3±0,13 

7,54±0,05 
71,3±0,09 

7,22±0,05 
73,2±0,10 

5 

Protamex 90 
Гидролизат 
Плотный осадок 

1,19±0,01 
78,6±0,13 

5,96±0,04 
71,4±0,15 

6,8±0,04 
67,3±0,09 

7,8±0,05 
70,3±0,11 

Протосуб-
тилин 

120 
Гидролизат 
Плотный осадок 

1,34±0,02 
78,3±0,13 

6,4±0,04 
70,2±0,14 

7,7±0,05 
68,0±0,11 

7,9±0,06 
67,1±0,12 
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как источники ценных пептидов и протеино-
минеральных комплексов [18, 19]. Дополни-
тельным востребованным продуктом является 
костный жир, масса которого при описанном 
способе переработки побочного мясокостного 
сырья составила 13,3–14,4 %. 

Результаты экспериментов показывают, 
что ферментативная гидролизная технология 
как самостоятельный способ переработки мя-
сокостного сырья недостаточно эффективна 
для полного извлечения протеиновых веществ. 
Ферментолиз можно рекомендовать в качестве 
подготовительного процесса в комбинирован-
ной безотходной технологии переработки кол-
лагенсодержащего сырья [9, 12]. Для этого це-
лесообразно после ферментолиза проводить 
гидролиз с применением высоких температур 
при повышенном давлении, что обеспечит глу-
бокую деградацию высокоминерализованных 
коллагеновых тканей и наиболее полный экс-
тракционный выход протеиновых веществ [12]. 
Для увеличения степени гидролиза возможен 
также вариант применения ферментолиза по-
сле термической обработки мясокостного сы-
рья. Такая предобработка облегчит доступ 
протеаз к субстрату и позволит повысить эф-
фективность гидролиза. 

Ферментативная модификация мясокост-
ного сырья позволяет получать протеиновые 
продукты, которые могут быть использованы в 
составе кормовых добавок, микробиологиче-
ских сред, биоудобрений, кормов для аква-
культур. Однако это требует более детального 
изучения аминокислотного состава продуктов 
и проведения специальных биологических ис-
пытаний. Выделенный жир может найти при-
менение в технологии жировых и жиросодер-

жащих продуктов (маргарин, спред, мыло и 
др.) [3, 9, 10, 19, 20]. 

 
ВЫВОДЫ 
1. Установлен общий химический состав 

мясокостного побочного сырья, свидетель-
ствующий о его высоком биопотенциале по 
содержанию протеинов (22,8–29,7 %), коллаге-
на (80,8–93,0 % массы протеинов), жиров 
(16,1–18,8 %) и минеральных веществ  
(33,9–36,2 %), которые целесообразно извле-
кать с применением биотехнологических фер-
ментативных приемов.  

2. Обоснован выбор наиболее эффектив-
ных протеолитических ферментов, обеспечи-
вающих перевод коллагеновых белков сырья в 
растворимое состояние и получение сублими-
рованных пептидов в количестве 7 % массы 
сырья и выше (фермент Alcalase 2,5 L при ин-
дивидуальном и комбинированном применении 
с Протосубтилином Г3х при рациональных до-
зировках 0,5–1  % к массе сырья). 

3. Ферментолиз мясокостного сырья про-
теолитическими ферментами может быть ре-
комендован для применения в комбинирован-
ной технологии гидролизной переработки мя-
сокостного сырья высокотемпературным спо-
собом в качестве подготовительной операции 
или после его термической обработки. 

4. Продукты ферментативной обработки 
мясокостного сырья могут быть использованы 
в составе кормовых и микробиологических 
продуктов, биоудобрений, кормов для аква-
культуры при условии изучения их аминокис-
лотного состава и проведения специальных 
биологических испытаний.  
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Резюме: Для обезвоживания разнообразных по составу растворов и суспензий в химической про-
мышленности применяются фильтры разного типа: дисковые, патронные, мешочные, фильтр-
пресс и другие, основным элементом которых является фильтрующая перегородка. В качестве 
перегородки используются фильтровальные ткани из хлопковых и синтетических волокон. Основ-
ным требованием, предъявляемым к перегородке, является их высокая задерживающая способ-
ность по отношению к дисперсной фазе растворов и суспензий. В качестве перегородки целесооб-
разно использовать фильтроткани, характеризующиеся низкой засоряемостью. В настоящей ра-
боте дана оценка фильтрующих свойств тканей из синтетических и хлопковых волокон на основе 
экспериментальных данных. Определены значения коэффициентов производительности, замут-
ненности, засоряемости, срока службы фильтротканей. Исследована кинетика процесса обезвожи-
вания суспензий в широком диапазоне концентраций дисперсной фазы (3–500 г/дм

3
). Результаты 

исследований позволили установить, что все испытанные образцы синтетических тканей имеют 
меньшую засоряемость, чем широко применяемые хлопковые (фильтродиагональ и бязь). Установ-
лена величина силы адгезии дисперсных частиц к волокнам перегородки, что позволяет сделать 
выбор определенного вида фильтроткани для конкретного типа фильтра, то есть учесть 
направления действия движущей силы процесса фильтрации и силы тяжести. Выявлены основные 
периоды формирования осадка на поверхности перегородки. Показано, что начальный фильтрую-
щий слой формируется за первый период. Структура этого слоя определяется плотностью сус-
пензии. Исследованы режимы фильтрации и установлено, что переход от режима шламовой филь-
трации к режиму с закупоркой пор наблюдается в интервале 50–100 г/дм

3
, что отвечает переход-

ному режиму.  
 

Ключевые слова: обезвоживание суспензии, фильтроткани из синтетических и хлопковых волокон, 
степень засоряемости, режимы фильтрации 
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Study of the filtering properties of fabrics derived  
from cotton and synthetic fibres 
 

Victor I. Salamatov 
 

Irkutsk National Research Technical University, Irkutsk, Russian Federation 
 

Abstract: For the dehydration of various solutions and suspensions in the chemical industry, different types of 
filters are applied, including disk, cartridge, bag, press filters and others, with the main element consisting of a 
filtering membrane made of cotton or synthetic fibres. In this case, the main requirement for the membrane 
involves high retention ability with respect to the dispersed phase of solutions and suspensions. For applica-
tion in forming a membrane, filter fabrics characterised by low clogging are advisable. In the present paper, 
the filtering properties of fabrics made of synthetic and cotton fibres are evaluated on the basis of experi-
mental data along with a determination of indices of efficiency, turbidity, clogging and service life. The kinetics 
of the suspension dehydration was studied in a wide range of dispersed phase concentrations (3–500 g/dm

3
). 

The results of the studies revealed all tested samples of synthetic fabrics to exibit less clogging than the wide-
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ly-used cotton ones (filter-diagonal and calico). The adhesion value of dispersed particles to the fibres of the 
membrane is established to allow the selection of appropriate fabrics for a particular filter type taking the act-
ing direction of the driving force and gravity during the filtration process into account. The main phases of sed-
iment formation on the membrane surface were established. The initial filter layer is shown to form during the 
first period, with the structure of this layer being determined by the density of the suspension. Filtration modes 
were investigated with the transition from sludge filtration to clogging observed in the range of 50–100 g/dm

3
, 

which corresponds to the transition mode. 
 

Keywords: suspension dehydration, filter fabrics from synthetic and cotton fibres, clogging index, filtration 
modes 
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ВВЕДЕНИЕ 
Процессы обезвоживания и промывки на 

фильтрах широко распространены в химиче-
ской промышленности при производстве орга-
нических (полиэтилена, полистирола, ацетил-
целлюлозы) и неорганических (фосфорной кис-
лоты, сульфида натрия, сульфата меди, карбо-
ната никеля) соединений, полимерных и синте-
тических материалов, а также минеральных 
удобрений, соды и «белой сажи». Обезвожива-
ние и промывка разнообразных по составу сус-
пензий в химическом производстве характери-
зуется, как правило, более сложным характе-
ром, что связано со спецификой производства 
[1–4]. 

Важным элементом фильтра является 
фильтрующая перегородка, служащая его по-
ристой основой. Успех фильтрования опреде-
ляется прежде всего правильным выбором 
фильтрующего материала. Последний должен 
удовлетворять двум основным требованиям: 
быть химически инертным по отношению к ком-
понентам суспензии и обеспечивать полное и 
быстрое отделение твердых частиц от жидкой 
фазы. Среди используемых фильтрующих ма-
териалов широкое применение находят филь-
троткани из хлопковых и синтетических волокон 
[5], имеющие достаточную задерживающую 
способность по отношению к дисперсной фазе, 
небольшое гидравлическое сопротивление и 
низкую засоряемость, что обеспечивает их 
длительный срок службы [6–9]. 

Также в производство вовлекаются новые 
типы фильтротканей [10–12], основу которых со-
ставляют волокна с новыми физико-химичес-
кими свойствами [13–17], что позволяет cнизить 
засоряемость перегородки за счет уменьшения 
сил адгезии осадка к ее поверхности, проводить 
регенерацию проницаемости. Совершенствова-
ние технологии производства позволяет получать 
фильтрующие перегородки, свойства которых 
обеспечивают более длительный период их экс-
плуатации [18–20]. 

В связи с важностью решения задач в об-

ласти теории и практики использования филь-
тротканей в качестве перегородок на фильтрах 
была изучена кинетика процесса обезвожива-
ния полидисперсных суспензий разной плотно-
сти через фильтроткани их хлопковых и синте-
тических волокон. 

 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Фильтрацию суспензий проводили на ла-

бораторной фильтровальной установке, состо-
ящей из нескольких узлов: узла, обеспечиваю-
щего создание и регулировку вакуума; узла, 
включающего систему мерных бюреток и емко-
стей для сбора фильтрата, и узла термостати-
рования (рис. 1). В качестве фильтрующего 
элемента применяли фильтровальную рамку, 
обшитую фильтротканью. В процессе фильтра-
ции отбирались пробы фильтрата для контроля 
над содержанием в нем твердой взвеси и заме-
рялся объем фильтрата за определенные про-
межутки времени. 

Мутность фильтрата определяли с помо-
щью электрофотоколориметра путем сравне-
ния оптической плотности раствора ализарин-
рота с замутненным фильтратом и находили по 
градуировочному графику. Данные, полученные 
с помощью электрофотоколориметра, проверя-
лись весовым методом. 

В эксперименте использовали суспензии 
следующего состава (содержание основных 
веществ): 

– суспензия 1: сульфиды (80 %), карбонаты 
(3,5 %), кварц (8,9 %); 

– суспензия 2: алюмосиликаты (45 %), же-
лезистые минералы (30 %), мусковит и полевой 
шпат (13,5 %);  

– суспензия 3: кварц (27 %), темноцветные 
(56 %) и глинисто-слюдистые минералы (19 %). 

Для определения силы прилипания осадка 
к поверхности перегородок использовали адге-
зиометр, который подсоединяли к вакуумной 
магистрали (см. рис. 1). 

Проведены исследования кинетики про-
цесса фильтрации суспензий с различным со-

https://doi.org/10.21285/2227-2925-2020-10-2-325-331
https://www.chem21.info/info/1903422
https://www.chem21.info/info/1804784
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https://www.chem21.info/info/1553526


Саламатов В.И. Исследование фильтрующих свойств тканей из хлопковых … 
Salamatov V.I. Study of the filtering properties of fabrics derived from cotton … 

 

 

 
ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 

 
327 

  
 

держанием твердого – от 3 до 500 г/дм
3
, через 

перегородки, составленные из хлопковых 
(фильтродиагональ арт. 2074) и синтетических 
(капроновые, арт.: 56159, 56027, 56007, 56020, 

23254; лавсановые, арт.: 56271, 56208, 56278; 
полипропиленовая (нетканое полотно) арт. 
931509) волокон. 

 
 

Рис. 1. Схема установки для определения адгезии кека с тканью: 
1, 3 – винтовые зажимы; 2, 4, 5, 10 – двухходовые краны; 6 – патрон для отрыва кека; 7 – слой кека; 

8 – водяной манометр; 9 – буферный сосуд для сброса воздуха из патрона в момент продавливания кека; 
11 – капилляр; 12 – расходная диафрагма; 13 – фильтроткань; 14 – подложка;  

15 – дренажная основа; 16 – полость рамки 
 

Fig. 1. Installation diagram for determining cake adhesion with tissue: 
1, 3 – screw clamps; 2, 4, 5, 10 – two-way cranes; 6 – cartridge for cake tearing off; 7 – layer of cake; 
8 – water manometer; 9 - buffer vessel for venting from the cartridge at the time of pressing the cake; 

11 – capillary; 12 – flow diaphragm; 13 – filter cloth; 14 – substrate;  
15 – drainage base; 16 – frame cavity 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
В табл. 1 представлены результаты ис-

следования фильтрующих свойств тканей из 
синтетических и хлопковых волокон для пред-
ставленных суспензий – коэффициенты произ-
водительности и замутненности. Значение ко-

эффициентов определяется при сравнении 
скорости фильтрации, содержания дисперсных 
частиц в фильтрате. 

В табл. 2 приведены значения силы при-
липания осадка к волокнам ткани (адгезия) и 
коэффициента срока службы ткани. 

Таблица 1 
Фильтрующие свойства тканей 

Table 1 
Filtering properties of fabrics 

 

Фильтроткань 

Коэффициент производительности, Kw Коэффициент замутненности, Kq 

Суспензия Суспензия 

1 2 3 1 2 3 

Капроновые, арт.: 
56027 
56007 
56020 
23254 

0,509 
0,987 
0,967 
1,02 

1,07 
0,999 
0,93 
0,93 

0,952 
0,914 
0,966 
1,07 

1,136 
1,42 
1,09 
3,72 

0,780 
0,984 
0,716 
1,266 

0,376 
0,623 
0,665 
1,95 

Лавсановые, арт.:  
56271 
56208 
56278 

1,11 
1,12 
1,14 

1,13 
– 

1,33 

0,986 
0,988 
0,955 

2,65 
220,2 
2,34 

1,064 
– 

0,67 

3,88 
48,74 
2,12 

Полипропиленовая 
арт. 931509 

1,03 1,266 1,05 6,42 0,664 8,82 

Фильтродиагональ 
арт. 2074 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 
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Таблица 2 
Адгезия и коэффициент срока службы фильтротканей 

Table 2 
Adhesion and filter life cоefficient 

 

Фильтроткань 
Адгезия, кг/см

2
 / Коэффициент срока службы, Ксл 

Суспензия 1 Суспензия 2 Суспензия 3 

Капроновые, арт.: 
56027 
56007 
56020 
23254 

 
3,46 / 2,17 
1,609 / 4,66 
3,94 / 1,90 
1,067 / 7,02 

 
2,74 / 2,35 
2,66 / 2,42 
2,02 / 3,18 
1,11 / 5,79 

 
1,45 / 7,46 
3,93 / 2,75 
1,37 / 7,89 
1,83 / 5,91 

Лавсановые, арт.: 
56271 
56208 
56278 

 
0,585 / 12,82 
1,52 / 4,93 
2,08 / 3,60 

 
1,06 / 5,45 
0,91 / 7,06 
0,925 / 6,95 

 
1,83 / 5,91 

– 
1,38 / 7,84 

Полипропиленовая 
арт. 931509 

3,48 / 2,15 1,18 / 5,45 3,79 / 2,85 

Фильтродиагональ 
арт. 2074 

7,50 6,43 10,82 

 

Исследования показали, что все испы-
танные синтетические ткани имеют близкую 
проницаемость как по отношению друг к другу, 
так и по отношению к фильтродиагонали. 

Значительный разброс по содержанию 
дисперсных частиц в фильтрате, полученном в 
процессе набора осадка на фильтре, наблюда-
ется для тканей из синтетических волокон. 
Наиболее мутные фильтраты получены для 
лавсановой ткани арт. 56208, лучшее качество 
фильтратов обеспечивают капроновые ткани 
(кроме ткани арт. 23254). 

Замеры силы прилипания дисперсных ча-
стиц к волокнам синтетических тканей позволи-
ли установить, что засоряемость всей группы 

тканей значительно ниже, чем хлопковой ткани 
арт. 2074. Значение коэффициента засоряемо-
сти довольно точно отражает срок эксплуата-
ции фильтрующей перегородки в промышлен-
ных условиях. 

Процесс обезвоживания характеризуется 
двумя периодами. В течение первого происхо-
дит образование начального фильтрующего 
слоя, формирующегося за счет отложений дис-
персных частиц в порах фильтрующей перего-
родки. На рис. 2 представлены графики зави-
симости содержания твердых частиц в филь-
трате от продолжительности фильтрации при 
разных начальных значениях концентрации 
дисперсной фазы суспензии 1. 

 

 
Рис. 2. Зависимость содержания твердого в фильтрате g и объема фильтрата V 

от продолжительности фильтрации суспензии 1, г/дм3:  
1, 2 – 200; 3, 4 – 400; 5, 6 – 500 

 

Fig. 2. Relationship between the solids content in the filtrate (g), the filtrate volume (V) and the duration  
of the filtration of suspension 1, g / dm3:  

1, 2 – 200; 3, 4 – 400; 5, 6 – 500 
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Максимальное содержание дисперсных 
частиц отвечает критическому значению R, 
равному соотношению Ж:Т (50–100 г/дм

3
), что 

соответствует началу образования сводиков 
частиц над порами перегородки и появлению 
осадка на ее поверхности (рис. 3). 

С увеличением отношения Ж:Т в суспензии 
режим фильтрации с образованием осадка из-
меняется, и в зависимости от соотношения 
размеров частиц пульпы и открытых пор ткани 
устанавливается либо режим фильтрации с 

закупоркой (глубинная фильтрация), либо про-
исходит процеживание пульпы через фильтро-
ткань (рис. 4). В связи с этим кривые, описыва-
ющие изменения содержания дисперсных ча-
стиц в фильтрате от разбавления пульпы, про-
ходят через максимум, что указывает на изме-
нение режима фильтрации. Восходящие ветви 
графиков соответствуют режиму фильтрации с 
закупоркой пор перегородки, а нисходящие – 
режиму фильтрации с образованием осадка. 

 

 

Рис. 3. Влияние разбавления суспензии на формирование фильтрующего слоя 
(капроновые ткани арт. 56027, 56159) 

 

Fig. 3. Effect of suspension dilution on the formation of a filter layer  
(nylon fabrics art. 56027, 56159) 

 

 
 

Рис. 4. Влияние разбавления суспензии  
на задерживающую способность ткани арт. 56050: 

1 – один слой; 2 – два слоя; 3 – три слоя 
 

Fig. 4. Effect of suspension dilution on tissue retention 
of fabric art. 56050: 

1 – one layer; 2 – two layers; 3 – three layers 
 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ  
Исследована кинетика процесса филь-

трации суспензий с различным содержанием 
твердой фазы через фильтроткани из синтети-
ческих и хлопковых волокон.   

Изучены фильтрующие свойства ряда 
синтетических и хлопковых тканей, дана оценка 
их засоряемости. Установлено, что по этому 
показателю ткани из синтетических волокон 

значительно превосходят хлопковые. 
С ростом концентрации дисперсной фазы 

в суспензии установленщ несколько режимов 
фильтрации: в области 50–100 г/дм

3 
наблюда-

ется переходный режим, при меньшем содер-
жании дисперсных частиц отмечается преиму-
щественно режим глубинной фильтрации, при 
больших значениях R = Ж:Т процесс проходит в 
режиме шламовой фильтрации. 
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Abstract: The aim of the present work was to synthesize biodiesel fuels from sunflower oil through a trans-
esterification reaction in the presence of a novel catalytic system. Under the molar oil-to-methanol ratio of 1:3 
and the temperature of 55 °C, the product yield was 83 %. Physical properties of the biodiesel and diesel 
fuels under study, as well as their blends containing 20 and 50 vol% of biodiesel fuel (B20 and B50), were 
investigated against ASTM standards. An increase in the proportion of biodiesel fuel increases both the den-
sity of the B20 and B50 blends, as well as their kinematic viscosity, which remains within the 2–5 mm

2
/s 

range at 40 °C thus meeting ASTM requirements. It is shown that the content of unsaturated compounds in 
the biodiesel blends altered within the range specified by ASTM. The flash temperature of the B20 and B50 
biodiesel blends was shown to be higher than that of diesel fuel. This led to some deterioration in their flam-
mability, at the same time as making the transportation and storage of these fuels safer. The sulphur content 
in the biodiesel blends under study decreased significantly with an increase in the biodiesel content: from 50 
m.c. in diesel fuel up to 27 m.c. in the B50 blend. The use of such biodiesel blends reduces the content of 
sulphur oxides in exhaust gases, which has a beneficial effect on the environment and human health. The 
use of the proposed catalytic system reduces the amount of foam produced by biodiesel washing, thus sim-
plifying its synthesis. Due to the absence of the neutralization stage, the described catalytic system can be 
reused after water removal through distillation. 
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Приготовление дизельных смесей  
и исследование их физических свойств 
 

И.Г. Мамедов, О.Н. Джавадова, .Н.В. Азимова 
 

Бакинский государственный университет, г. Баку, Азербайджан 
 

Резюме: Целью работы являлся синтез биодизельного топлива из подсолнечного масла по реак-
ции переэтерификации в присутствии новой каталитической системы. При молярном соотноше-

нии масла к метанолу 1:3 и температуре 55 С выход продукта составил 83 %. В соответствии 
со стандартами ASTM были исследованы важные физические свойства биодизельного и дизельно-
го топлив, а также их смесей, содержащих 20 и 50 % (об.) биодизельного топлива (В20 и В50). 
Плотность смесей В20 и В50 растет с увеличением доли биодизельного топлива. 
Кинематическая вязкость смесей с ростом содержания биодизельного топлива незначительно 
увеличивается, оставаясь в пределах 2–5 мм

2
/с при 40 °C, что соответствует требованиям 

ASTM. Как показали результаты исследования, содержание ненасыщенных соединений в 
биодизельных смесях находилось в пределах, нормируемых ASTM. Температура вспышки для био-
дизельного топлива, смесей B20 и B50 выше, чем у дизельного топлива. Это приводит к некото-
рому ухудшению их воспламеняемости, но, с другой стороны, делает транспортировку и хранение 
этих видов топлива более безопасной. Содержание серы в биодизельных смесях значительно 
уменьшается с ростом содержания биодизельного топлива: от  
50 м.д. в дизельном топливе до 27 м.д. в смеси В50. Использование таких биодизельных смесей 
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снижает содержание оксидов серы в выхлопных газах, что благоприятно сказывается на состоя-
нии окружающей среды и здоровье человека. Использование новой каталитической системы поз-
воляет снизить объем пены, образующейся при промывке биодизеля, что упрощает технологиче-
ский процесс его синтеза. Благодаря отсутствию стадии нейтрализации применяемая катали-
тическая система может быть использована повторно после удаления промывной воды методом 
дистилляции. 
 

Ключевые слова: биодизельное топливо, реакция переэтерификации, нормы ASTM, новая ката-
литическая система, цетановое число  
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INTRODUCTION  
Emissions from vehicles (carbon dioxide, 

sulphur oxide and other toxic gases resulting from 
fuel burning) are the main contributing factors to 
such environmental problems as the growing 
ozone hole, acid rains, accumulation of toxic 
compounds in the atmosphere and the green-
house effect. Another serious problem is the de-
pletion of existing fossil fuel resources [1–4]. 

Issues associated with reducing oil reserves 
and environmental pollution underpin the search 
for renewable and environmentally friendly alter-
native energy sources. Among promising fuels for 
diesel engines are biodiesel blends derived from 
vegetable oils and animal fats through the reac-
tion of transesterification. Transesterification is the 
interaction of oil triglycerides with alcohols having 
a small molecular mass in the presence of various 
catalysts followed by the formation of a mixture of 
fatty acid alkyl esters and glycerine as a by-
product.  

Potential advantages of pure and blended bi-
odiesel fuels include their biodegradability, higher 
cetane numbers, low emissions, as well as im-
proved lubricating capacity leading to an in-
creased service life of engines. Since biodiesel 
fuels contain no aromatic, nitrogen and sulphur 
compounds, their burning produces no toxic ox-
ides responsible for serious environmental prob-
lems [5-17]. 

Biofuel production is steadily increasing. 
While the share of biofuels in the global produc-
tion of fuel for road transport was 1 % in 2004, the 
International Energy Agency (IEA) has predicted 
its increase up to 7 % by 2030 [18]. 

This work presents a novel catalytic system 
for the transesterification reaction. Using the pro-
posed catalytic system and sunflower oil, a bio-
diesel fuel was synthesized. The as-obtained 
product was subsequently mixed with oil diesel in 
the mass ratio of 20:80 (B20) and 50:50 (B50). 
The main physical characteristics and cetane 
number of the biodiesel fuel and biodiesel blends 
were determined. 

 

EXPERIMENTAL  
Samples of summer diesel fuel and sunflower 

oil were purchased at a gas station and markets in 
Baku, Azerbaijan. The B20 and B50 blends were 
prepared by mixing diesel and biodiesel. Biodiesel 
synthesized from sunflower oil and its blends were 
characterized in accordance with the American 
Standard of Testing and Materials (ASTM) meth-
ods. 

Sunflower biodiesel (B100) was obtained by 
dissolving 0.25 g of potassium hydroxide (KOH) 
and 0.25 g of 4-bromophenacyl pyridinium hydrox-
ide (BPPH) in 75 ml of methanol (CH3OH) without 
heating (at room temperature). After complete 
dissolution, 100 grams of oil was added to this 
mixture. The reaction was carried out in a conical 
flask equipped with a reverse refrigerator and 
magnetic stirrer for 3 hours at 55 ºC (rotation 
speed was maintained at 1000 rpm). After stirring, 
the reaction mass was aged for at least 12 hours 
in a dividing funnel. The reaction mass was divid-
ed into 2 layers using a dividing funnel: the upper 
layer contained biodiesel, the lower layer – glycer-
ine. Untreated biodiesel was repeatedly washed 
with hot distilled water in order to remove cata-
lysts. The conversion rate was 83% when using 
the molar ratio of oil to methanol 1:3. 

4-bromophenacyl pyridinium hydroxide 
(BPPH) was obtained by boiling 10 mmol  
of phenacyl bromide and 10 mmol of pyridine in 
50 ml of toluene in a flask with a reverse fridge. 
After the formation of a quaternary pyridinium 
bromide salt, 10 mmol of KOH was added for the 
synthesis of BPPH (Fig. 1).  

NMR spectra of diesel and biodiesel fuel 
samples were recorded using a spectrometer 
AVANCE 300 (Bruker Corporation, Germany): 
300,130 MHz for 

1
H, 75,468 MHz for 

13
C, 

equipped with a temperature regulator – BVT 
3200 sensor. The spectra were recorded in spe-
cial vials 5 mm in diameter using the standard 
Bruker TopSpin 3.1.0 software. Chemical shifts 

1
H 

and 
13

C were recorded relative to tetrame-
thylsilane (TMS). The spectra for diesel and bio-
diesel fuels were recorded in CDCl3 solutions.  

https://doi.org/10.21285/2227-2925-2020-10-2-332-338


Mamedov I.G., Javadova O.N., Asimova N.V. Preparation of diesel fuel blends … 
Мамедов И.Г., Джавадова О.Н., Азимова Н.В. Приготовление дизельных смесей … 

 

 

334 
 

ХИМИЧЕСКАЯ ТЕХНОЛОГИЯ / CHEMICAL TECHNOLOGY 
 

  
 

Cetane numbers for the summer diesel, sun-
flower biodiesel and biodiesel blends under study 
were calculated according to the methods pre-
sented in

1
 [19, 20]. 

 
 

 
 

Fig. 1. Formula of 4-bromophenacyl pyridinium  
hydroxide (BPPH) 

 

Рис. 1. Формула 4-бромфенацилпиридиниум  
гидроксид (БФПГ) 

 
RESULTS AND DISCUSSION 
The properties of biodiesel fuel depend  

on the structure of fatty acids contained in the tri-
glycerides of vegetable oil, from which the fuel is 
synthesized. The fatty acid composition deter-
mines the physical and operational parameters  
of biodiesel, such as cetane number, viscosity, 
cloud temperature, etc. The physical and chemi-
cal properties of sunflower oil are presented  
in Table 1.  

Table 2 describes physical properties of the 
summer diesel fuel, biodiesel fuel from sunflower 
oil (B100) and their blends (B20, B50) under 
study. 

According to Table 2, the B20 and B50 
blends demonstrated a higher level of density, 
since the density of biodiesel is higher than that of 
diesel. This сan also be explained by the differ-
ence in the composition of these fuels: a mixture 
of hydrocarbons in diesel vs. a mixture of complex 
esters in biodiesel. 

The kinematic viscosity of biodiesel is also 
higher than that of diesel. Therefore, the kinematic 

viscosity of biodiesel blends increases with an 
increase in the proportion of biodiesel, although 
remaining within 2–5 mm

2
/s at 40 °C and meeting 

ASTM requirements. A significant increase in vis-
cosity is undesirable for fuels intended for diesel 
engines due to such possible negative effects as 
impeded fuel pumping, appearance of drops, in-
sufficiently thin spraying of fuel in the combustion 
chamber and incomplete combustion. However, 
the viscosity of the B20 and B50 blends almost 
equals that of diesel, which indicates their suitabil-
ity for diesel engines. 

Fuels with higher flash temperatures are 
slightly less flammable. This parameter has little 
effect on the engine performance; rather, it serves 
as an indicator of fire hazard during the storage 
and transportation of fuels. Higher flash tempera-
tures make transportation and storage of fuels 
safer. 

Temperatures of clouding and hardening of 
the biodiesel blends under study increased slightly 
with an increase in the proportion of biodiesel. 
The obtained results do not exceed the values 
specified for biodiesel fuels and do not affect the 
engine performance during warm weather 
months. 

No unsaturated compounds were detected in 
the summer diesel fuel under study, which was 
confirmed by both the experimental determination 
of the iodine number and 

1
H NMR (no signals re-

lated to olefin hydrocarbons were observed in the 
spectrum in the range of 4–6 m.c.). Biodiesel was 
synthesized from sunflower oil, in which the con-
tent of acids with unsaturated radicals can exceed 
70 % (see Table 1). Such fuels always contain  
a significant amount of methyl esters of highly  
unsaturated acids. However, the degree of unsat-
uration in the biodiesel blends under study ranged 
within the limits indicated by ASTM, which  
was confirmed both by the iodine number (see 
Table 2) and NMR (Fig. 2a). 

 
Table 1 

Physical and chemical properties of refined sunflower oil 
Таблица 1 

Физико-химические свойства рафинированного подсолнечного масла 
 

Parameter 
Fatty acid (number of C atoms: number of double bonds) 

16:0 18:0 18:1 18:2 

Composition of fatty acids, wt% 3.5–7.6 1.3–6.5 14–43 44–74 

Acid number, mg KOH/g  0.28±0.5 
Saponification number, mg KOH/g 193.3±0.5 
Iodine number, g I2/100 g 121.4±0.5 
Viscosity, sP   34.1±0.5 
Flash temperature, °C 265 
Freezing temperature, °C +12 
Density, g/cm

3
 0.9186 

   

1
 Yanowitz J., Ratcliff M.A., McCormick R.L., Taylor J.D., Murphy M.J. Compendium of experimental 

cetane numbers. Technical report. 2017. https://doi.org/10.2172/1345058 
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Table 2 
Physical properties of diesel fuel, biodiesel synthesized from sunflower oil and their blends 

Таблица 2 
Физические свойства дизельного топлива, биодизельного топлива, 

синтезированного из подсолнечного масла, и его смесей 
 

Parameter 
ASTM 

methods 

ASTM requirements Experimental data 

Diesel fuel Bio-diesel 
Diesel 

fuel 
B20 B50 B100 

Relative density D1298 0.8–0.84 0.86–0.9 0.837 0.859 0.864 0.886 
Viscosity at 40 °C, mm

2
/s; 

min-max 
D445 2–5 3.5–5.0 3.44 3.49 3.87 4.15 

Flash temperature, °C,  
no less than 

D93 65 ˃120 70 75 87 137 

Cloud temperature, °C D2500 -12 ˂20 7 9 10 11 
Freezing temperature, °C D2500 -15 ˂15 0 2 5 1 
Iodine number, 
g (l2)/100 g 

– 60–135 ˂120 1.58 47.69 88.97 113.86 

Sulfur, mass content, 
no more than 

D975-14 15 15 50 38 27 0 

Water and sediment,  
vol. % 
No more than 

D975-14 0.05 0.05 0 0 0 0 

Copper corrosion, 
3 hours at 50 °C, max 

D975-14 No. 3 No. 3 No. 2 No. 1 No. 1 No. 1 

Cetane number, min D975-14 40 47 53 51.8 50.1 47.2 

 

  
  

a b 
 

Fig. 2. 1H NMR spectra for samples of biodiesel (a) and diesel fuel (b) 
 

Рис. 2. 1Н ЯМР-спектры для образцов биодизельного (a) и дизельного топлива (b) 

 
The sulphur content in the biodiesel blends 

decreased significantly with an increase in the 
biodiesel content: from 50 m.c. in the diesel fuel 
up to 27 m.c. in the B50 blend. The use of such 
biodiesel blends reduces the content of sulphur 
oxides in exhaust gases, which has a beneficial 
effect on the environment and human health. 

The experimental results (see Table 2)  
revealed no water and mechanical impurities  
in the samples of the synthesized biodiesel, B20 
and B50 blends. The determination of the corro-
sive aggressiveness of the samples showed only 
a slight or moderate tarnish of a copper strip 
(class 1 and 2). This confirms the high quality of 
the synthesized fuel and its blends.  

The obtained 
1
H NMR spectra clearly 

demonstrate the absence of water in the studied 

samples: no signals in the spectrum related to 
water protons in the area of 4.7 m.c. (see Fig. 2a). 

The cetane numbers for the B20 and B50 
blends, although decreasing slightly, exceeded 
the level of 50, thus meeting ASTM requirements. 
This fact did not have a significant effect on the 
operational properties of the studied samples. 

Alkaline or acid catalysts are frequently used 
in biodiesel production. The use of such catalysts 
should be restricted because of the complexity of 
their separation and recovery, as well as environ-
mental pollution and equipment corrosion. In addi-
tion, the process of neutralizing and rinsing alka-
line catalysts involves the formation of foam at a 
level of 2 % from the initial mass of oil used for 
synthesis. This makes it difficult to rinse and fur-
ther separate layers of the reaction mass. 
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A significant advantage of the proposed cata-
lytic system 0.25 % of BPPH – 0.25 % of KOH is 
the absence of foam formation. In addition, the 
proposed method omits the stage of catalyst neu-
tralization; therefore, the catalytic system can be 
reused upon water removal. The biodiesel yield 
comprises 61 % and 38 % upon the second and 
third use of BPPH, respectively. Water removal is 
achieved by distillation.  

Transesterification of sunflower oil with 
methanol followed by the formation of a biodiesel 
fuel is a typical reaction of nucleophilic substitu-
tion. It is known that OH

-
 ions contained in BPPH 

and alkali act as an active cite for biodiesel syn-
thesis. In the first stage, methanol is activated by 

OH
-
 ions. Upon activation, CH3O

-
 ions attack the 

carbonyl group of triglycerides with the formation 
of fatty acid methyl ester. In the second and third 
stages, other carbonyl groups in triglycerides in-
teract with CH3O

-
 to form a mixture of fatty acid 

methyl esters (biodiesel). 
 
CONCLUSIONS 
The properties of summer diesel, biodiesel 

fuel derived from sunflower oil B100, as well as 
B20 and B50 blends, were investigated against 
ASTM standards. The proposed novel catalytic 
system for sunflower oil transesterification has a 
positive effect on the processes of separating bio-
diesel from glycerine. 
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Резюме: Для увеличения эффективности и интенсивности обработки органического природного 
каустобиолита – торфа, был разработан макет лабораторного СВЧ-реактора с увеличенным 
объемом загрузки обрабатываемого материала. Модернизированная экспериментальная установ-
ка представляет собой СВЧ-реактор при пониженном давлении с постоянным газовым отводом 
пиролизных газов через ловушку с жидким азотом в газовый пробоотборник. Увеличение объема 
микроволнового реактора было достигнуто благодаря применению дополнительных систем 
транспортировки микроволнового излучения и специальной систепоглощения отраженной мощно-
сти из объема реактора. Реактор подключался к источнику микроволнового излучения (промыш-
ленный магнетрон) частотой 2,45 ГГц, полной мощностью 1 кВт. Длительность микроволнового 
облучения торфа в реакторе составляла 16 мин. В результате серии экспериментов были полу-
чены и проанализированы образцы трех фракций – твердой, жидкой и газообразной. Проведен 
сравнительный анализ продуктов низкотемпературного пиролиза верхового сфагнового торфа, 
полученных при нагреве, основанном на теплопередаче от стенок реактора (обычный термиче-
ский нагрев), и нагреве СВЧ-излучением. Главное отличие между нагревом излучением и теплопе-
редачей состоит в том, что в первом случае происходит повышение температуры по всему объ-
ему, а не только в зоне границы раздела фаз, что повышает интенсификацию и эффективность 
процесса. Это в особенности проявляется при нагреве твердых объектов, в которых отсут-
ствует передача тепла конвекцией. Сравнение продуктов трех полученных фракций проводилось 
с использованием данных анализа газовой хроматографии с масс-спектрометрическим детекти-
рованием, а также по результатам элементного анализа. Исследование показало, что при микро-
волновом нагреве происходит более глубокое разрушение исходного субстрата – до углеродисто-
го остатка и низкомолекулярных продуктов неорганической и органической природы. Кроме того, 
поверхность твердой фракции была исследована с помощью сканирующего электронного микро-
скопа; обнаружено наличие пористых структур с размерами пор от 5 до 7 мкм. 
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Abstract: To increase the efficiency and intensity of processing of organic natural caustobiolite or peat, a 
prototype laboratory microwave reactor with an increased loading volume of the processed material has 
been developed. The modernized experimental setup is a microwave reactor under reduced pressure with a 
constant removal of pyrolysis gases through a trap with liquid nitrogen into a gas sampler. The increase in 
the volume of the microwave reactor was achieved through the use of additional systems for transporting 
microwave radiation and a special system of absorption of reflected power from the reactor volume. The re-
actor was connected to a microwave source (industrial magnetron) with a frequency of 2.45 GHz, with a total 
power of 1 kW. The duration of microwave irradiation of peat in the reactor was 16 minutes. As a result of a 
series of experiments, samples of three fractions – solid, liquid, and gaseous – were obtained and analyzed. 
A comparative analysis of the products of low-temperature pyrolysis of bog sphagnum peat obtained by 
heating based on heat transfer from the walls of the reactor (conventional thermal heating) and heating by 
microwave radiation. The main difference between heating by radiation and heat transfer is that in the first 
case there is an increase in temperature throughout the volume, and not just in the zone of the phase 
boundary, which increases the intensification and the efficiency of the process. This is especially evident 
when heating solid objects in which there is no heat transfer by convection. Comparison of the products of 
the three fractions obtained was carried out using gas chromatography analysis data with mass-
spectrometric detection, as well as using the results of elemental analysis. The study has shown that micro-
wave heating causes a deeper destruction of the initial substrate – to the carbon residue and low molecular 
weight products of inorganic and organic nature. In addition, the surface of the solid fraction was examined 
using a scanning electron microscope; the presence of porous structures with pore sizes from 5 to 7 μm has 
been detected. 
 

Keywords: peat, microwave pyrolysis, microwave reactor, carbon residue, low molecular weight products of 
inorganic and organic nature, high-tech peat processing  
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ВВЕДЕНИЕ 
Мировые запасы торфа, по разным оцен-

кам, составляют от 250 до 500 млрд т. Россия 
занимает второе место в мире по запасам 
торфа, при этом возобновление торфа оцени-
вается в 260–280 млн т/г. Запасы торфа в Рос-
сии равномерно распределены по всей терри-
тории страны. Россия имеет долю в 5 % от ми-
рового объема добычи торфа и занимает 4-е 
место в мире по этому показателю, находясь в 
одном ряду со Швецией, Канадой и Латвией. 
Стратегией развития торфяной промышленно-
сти России до 2030 г. намечено выполнение 
следующих рекомендаций: расширить исполь-
зование торфа и продуктов его переработки; 
осуществить модернизацию и технологическое 
обновление производственной базы торфяной 
промышленности. Повсеместно торф исполь-
зуют как топливо, в сельском хозяйстве – в ка-
честве удобрений, в животноводстве – как бак-
терицидную подстилку, в медицине – как про-
тивомикробное средство, в химической про-

мышленности – как исходное вещество для 
получения ценных продуктов, таких как мети-
ловый и этиловый спирты, фенол, воск, пара-
фин, молочная, уксусная и щавелевая кисло-
ты, аммиак и др. [1–7]. Кроме того, после тер-
мической обработки торф можно использовать 
в качестве исходного вещества для получения 
низкомолекулярных соединений. В то же время 
существует опасность самовозгорания торфа 
непосредственно в месте его образования в 
летний период времени, поэтому появляется 
необходимость его переработки во избежание 
чрезвычайных ситуаций природного характера. 

В настоящее время активно ведутся рабо-
ты в области физико-химической переработки 
биоорганических материалов. По степени раз-
ложения (гумификации) торфяные залежи раз-
деляются на залежи низкой степени разложе-
ния (до 20 % содержания в общей массе бес-
структурной массы – гумуса), средней и высо-
кой (более 35 %). По условиям образования 
торф подразделяют на низинный, переходный  
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Таблица 1 
Основные компоненты сфагнового верхового торфа 

Table 1 
Main components of sphagnum top peat 

 

Компонентный состав органической массы торфа Массовая доля в составе, % 

Целлюлоза  4–10 
Гуминовые кислоты 15–50 
Лигнин   5–20 
Легкогидролизуемые соединения 20–40 
Водорастворимые вещества  1–5 

 
и верховой [8]. Торф имеет сложный химиче-
ский состав (таблица 1), который определяется 
условиями генезиса, разнообразием растений-
торфообразователей и степенью разложения 
[9]. 

Существуют методы переработки торфа, 
основанные на нагреве материала теплопере-
дачей от стенок реактора (обычный термиче-
ский нагрев) с добавлением алюмосиликатных 
катализаторов и без них [2–4]. Новые возмож-
ности открывает применение в химии мощного 
электромагнитного излучения различных ча-
стотных диапазонов, что обуславливает все 
больший интерес как с точки зрения фунда-
ментальных исследований новых процессов 
реакций, так и создания новых высокотехноло-
гичных приложений. Лабораторные установки, 
основанные на использовании СВЧ-излучения, 
позволили разнообразить органический синтез, 
в частности, на порядок увеличить скорости 
определенных реакций под его воздействием, 
синтезировать материалы с новыми свойства-
ми и т.д. [10, 11]. 

Несмотря на большое количество работ, 
посвященных созданию СВЧ-комплексов для 
переработки органических материалов [12–14], 
доступные системы, работающие с разными 
видами органического топлива и способные 
обеспечить внедрение как в различные мелкие 
производства, так и в крупные высокотехноло-
гичные промышленные комплексы, авторам не 
известны. Создание таких установок требует 
одновременного решения ряда химических 
(термических, массообменных и др.) и физиче-
ских (электронных, электродинамических, тер-
модинамических и др.) проблем, а также опти-
мизации физико-химических условий протека-
ния реакций, специфичных для каждого из ор-
ганических соединений (неоднородного и/или 
пористого характера среды, принципиального 
изменения характеристик среды в процессе 
протекания реакции, в определенном смысле 
вероятностного состава компонентов и продук-
тов реакции и др.). В случае традиционной 
схемы теплового пиролиза теплопроводность 
материалов ограничивает скорость подвода 
тепла в область реакции, а важнейшее пре-
имущество СВЧ-метода заключается в объем-

ном нагреве материала, что обусловлено про-
никновением электромагнитных волн на значи-
тельную глубину. В результате осуществляет-
ся прямое преобразование СВЧ-энергии в теп-
ловую в материалах с низкой теплопроводно-
стью. Это позволяет оперативно регулировать 
скорость пиролитических реакций и состав 
продуктов на выходе, что является безуслов-
ным достоинством СВЧ-пиролиза.  

Согласно результатам, представленным в 
работе [15], термическим разложением орга-
нического сырья под воздействием СВЧ-
излучения при температурах 200–300 

о
С мож-

но добиться довольно высокого выхода водо-
рода. Данный факт свидетельствует о де-
струкции С-Н связи и, соответственно, указы-
вает на наличие в продуктах непредельных и 
ароматических соединений, которые в свою 
очередь могут использоваться в органическом 
синтезе. При тепловом нагреве при темпера-

туре 400 С происходит крекинг и получение 
легких предельных углеводородов, которые 
могут использоваться в топливной энергетике. 
Целью данного исследования является апро-
бация лабораторного высокоэффективного 
СВЧ-реактора для переработки торфа и ана-
лиз продуктов низкотемпературного пиролиза 
торфа под воздействием СВЧ-излучения. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
В качестве обрабатываемого органическо-

го материала был использован верховой сфаг-
новый торф низкой степени разложения Греко-
Ушаковского месторождения. Влажность – не 
более 65 %, содержание органического веще-
ства – не менее 90 %, зольность – не более 
10 %, кислотность – не менее 2,5 %. Торф со-
ответствует ТУ-0391-001-51558809-2014. 

В Институте прикладной физики Россий-
ской академии наук совместно с Нижегородским 
государственным университетом им. Н.И. Лоба-
чевского был разработан экспериментальный 
стенд для микроволновой обработки материа-
лов [16, 17]. Модернизированная эксперимен-
тальная установка, использованная в данной 
работе, в сравнении со стендом, описанным в 
работе [17], представляет собой СВЧ-реактор 
при пониженном давлении с постоянным газо-
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вым отводом пиролизных газов через ловушку с 
жидким азотом с увеличенным объемом загруз-
ки порядка 1 кг. Увеличение объема микровол-
нового реактора было достигнуто благодаря 
применению дополнительных систем транс-
портировки микроволнового излучения и спе-
циальной системы поглощения отраженной 
мощности из объема реактора, что способ-
ствовало более равномерному прогреву об-
разца и увеличению процентного выхода по-
лезных продуктов реакции. Давление контро-
лировалось манометром и поддерживалось на 
уровне 10

-1 
Па. Температура в реакторе изме-

рялась в постоянном режиме ТХА термопарой 
и составляла 250–350 

о
С. Объем выделивше-

гося в результате реакции газа отслеживался 
газовым счетчиком. Форвакуум обеспечивался 
роторным насосом. Навеска с торфом (300 г) 
помещалась в СВЧ-реактор, спрессовывалась. 
Реактор подключался к источнику СВЧ часто-
той 2,45 ГГц, полной мощностью 1 кВт (магне-
трон). Длительность СВЧ-воздействия состав-
ляла 16 мин. Блок-схема эксперимента пред-
ставлена на рис. 1. 

Кроме того, был проведен сравнительный 
эксперимент с тепловым нагревом при исполь-
зовании электрического колбонагревателя 
марки ESB-4120. Навеска с торфом (100 г)  
помещалась в колбу объемом 500 г и погружа-
лась в чашу колбонагревателя, далее подклю-
чалась к регулятору напряжения марки  
ES-2100. Температура в течение 5 мин выво-
дилась на уровень 250–300 

о
С и поддержива-

лась на протяжении 15 мин. 
В процессе серии экспериментов с элек-

тронагревательным элементом и с СВЧ-

нагревом образцы газовой, жидкой (масляни-
стая) и твердой фракций были отобраны в 
пробоотборники. 

Газообразная и маслянистая фракции бы-
ли проанализированы на хромато-масс-
спектрометре GCMS QP2010 Ultra (Shimadzu, 
США). Газообразную пробу пиролизата торфа 
объемом 2,0 мл загружали газовым шприцом в 
инжектор хромато-масс-спектрометра. Обра-
зец смешивался с потоком газа-носителя (ге-
лий высокой чистоты 6.0) при температуре ис-
парителя 300 ºC. Далее компоненты пробы 
разделялись на капиллярной хроматографиче-
ской колонке Ultra ALLOY-5, при этом приме-
няли температурное программирование (вы-
держивали 40 ºC в колонке в течение 2 мин, 
затем повышали температуру со скоростью 
10 ºC/мин до 250 ºC и далее поддерживали 
данную температуру). Обработку результатов 
хромато-масс-спектрометрического анализа 
проводили с использованием фирменного про-
граммного обеспечения Shimadzu (GC-MS 
Solutionver. 4.11), идентификация примесей 
происходила с помощью базы данных NIST 11. 
Анализ твердофазных проб осуществлялся с 
использованием элементного анализатора 
vario EL cube для одновременного определе-
ния CHNS(O) до и после проведения экспери-
мента. Наряду с этим твердая фракция (угле-
родистый остаток) была исследована с помо-
щью сканирующего электронного микроскопа 
JEOL 6390 LA (Япония). Образцы для элек-
тронно-микроскопических наблюдений были 
получены путем фиксации порошкообразных 
продуктов пиролиза торфа на медной подлож-
ке при помощи специального лака. 

 

 
 

Рис. 1. Технологическая блок – схема процесса пиролиза торфа 
под воздействием СВЧ-излучения 

 
Fig. 1.  Technological flow diagram of the peat pyrolysis process 

under the influence of microwave radiation 
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
В связи с поставленной целью был про-

анализирован состав продуктов газообразной 
пробы, полученной при обычном термическом 
и СВЧ-нагреве, результаты представлены в 
виде совмещенной хроматограммы на рис. 2 
(термический нагрев – линия красного цвета, 
СВЧ-нагрев – синего). Исходя из результатов, 
представленных на хроматограмме, можно 
сказать, что в газовой пробе преобладают не-
органические газы, такие как CO2, N2. 

В табл. 2 представлены данные о содер-
жании в газовой фазе органических соедине-
ний разных классов. По данным хромато-масс-

спектрометрического анализа можно отметить, 
что при СВЧ-пиролизе в газовой фазе более 
характерны кислородсодержащие производ-
ные, включая гетероциклы (фуран, фурфу-
раль), и значительно меньше непредельных 
соединений (столбец 2), чем в альтернативном 
случае (столбец 3), содержание предельных 
углеводородов сопоставимо. 

Кроме того, были проанализированы об-
разцы жидкой (маслянистой) фракции. Срав-
нительный анализ соединений различных 
классов проб жидких фракций представлен в 
табл. 3.  

 

 
 

Рис. 2. Фрагменты хроматограмм газового пиролизата торфа при обычном термическом пиролизе  
(линия красного цвета) и при СВЧ-облучении (линия синего цвета): 

1 – изопентен; 2 – изопентан; 3 – изопентен; 4 – циклопентадиен; 5 –циклопентен; 
6 – изогексан; 7 – гексен; 8 – гексан; 9 – бензол 

 
Fig. 2.  Fragments of chromatograms of peat gas pyrolyzate during conventional thermal pyrolysis  

(red line) and microwave irradiation (blue line): 
1 – isopentene; 2 – isopentane; 3 – isopentene; 4 – cyclopentadiene; 5 – cyclopentene; 

6 – isohexane; 7 – hexene; 8 – hexane; 9 – benzene 

 
Таблица 2 

Классы соединений, идентифицированные в образце газового пиролизата торфа 
при обычном термическом нагреве и СВЧ-облучении 

Table 2 
Classes of compounds identified in a sample of peat gas pyrolyzate 

under normal thermal heating and microwave irradiation 
 

Класс соединений 

Содержание, % 

при СВЧ-нагреве 
при нагреве  

с помощью колбонагревателя 

Непредельные соединения 9,1 25,5 
Предельные углеводороды 4,4   4,7 
Карбонильные соединения 7,3   0,3 
Ароматические углеводороды 1,2   0,6 
Гетероциклические соединения 11,2   4,4 
Растворенные неорганические газы 67,0 64,3 
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Таблица 3 
Классы соединений, идентифицированные в образце жидкого пиролизата торфа 

при нагреве с помощью колбонагревателя и при СВЧ-облучении 
Table 3 

Classes of compounds identified in a sample of liquid peat pyrolyzate 
when heated with a flask heater and under microwave irradiation 

 

Класс соединений 

Содержание, % 

при СВЧ-нагреве 
при нагреве  

с помощью колбонагревателя 

Растворенные неорганические газы Не обнаружено   0,4 

Карбонильные соединения   0,2   5,0 

Карбоксильные соединения   0,2 11,1 

Спирты   0,3   1,9 

Гетероциклические соединения   0,5    6,3 

Фенольные соединения Не обнаружено    2,8 

Вода 98,9 71,5 

 
Из данных, представленных в табл. 3, 

видно, что и в том, и другом случае основной 
компонент – вода. В жидкой фракции при СВЧ-
нагреве отсутствуют неорганические газы, в то 
же время наблюдаются следовые количества 
кислородсодержащих соединений, а при обыч-
ном термическом нагреве имеют место следы 
неорганических газов, количественное содер-
жание кислородсодержащих соединений, сре-
ди которых достаточно много карбоксильных 
соединений (табл. 3, столбец 3). Это согласу-
ется с данными, приведенными в работе [18], 
где допускается, что при нагреве торфа в при-
сутствии достаточного количества воды обра-
зуются карбоксильные производные: 

 

𝑅𝐶𝑂𝑂𝑅′ + 𝐻2𝑂
𝐻+

→ 𝑅𝐶𝑂𝑂𝐻 + 𝑅′𝑂𝐻 

𝑅 2𝐶𝑂 + 𝐻2𝑂
𝐻+

→  𝑅𝐶𝑂𝑂𝐻 + 𝑅𝐻 

𝑅𝐶𝐻𝑂 + 𝐻2𝑂
𝐻+

→  𝑅𝐶𝑂𝑂𝐻 + 𝑅𝐶𝐻2𝐻 
 
Следует обратить внимание на то, что при 

интенсивном СВЧ-нагреве в жидкой фазе 
(см. табл. 3) в отличие от газовой фазы 
(см. табл. 2) не было обнаружено заметного 
присутствия кислородсодержащих соединений. 
Вероятно, в этом случае образуются только 
низкомолекулярные продукты такой природы, 
которые выделяются в газовой фазе (ацеталь-

дегид, метанол и т.п.). 
В табл. 4 приведены результаты элемент-

ного анализа твердой фракции (углеродистого 
остатка) исходного торфа после его СВЧ-
обработки в сравнении с обычным термиче-
ским нагревом. Углеродистый остаток, полу-
ченный в реакторе меньшего объема (резуль-
таты представлены в работе [17]), по процент-
ному элементному составу очень схож с об-
разцом, полученным в реакторе большего 
объема, что доказывает возможность выпол-
нения подобных работ в промышленном мас-
штабе.  

С помощью сканирующего электронного 
микроскопа была исследована поверхность 
углеродистого остатка после СВЧ-обработки с 
высоким разрешением и глубиной резкости на 
поверхности образца. Изображения получены 
в режиме вторичных электронов при ускоряю-
щем напряжении 10 кВ и увеличении в 330, 
950 и 2500 раз (рис. 3). Размер пор колеблется 
в пределах от 5 до 7 мкм. Частицы продукта 
пиролиза имеют высокую пористость и разви-
тую поверхность, наблюдаются структуры как 
образованные агломерированными гранулами, 
так и слоистые. Такие материалы широко при-
меняются в качестве адсорбентов, носителей 
катализаторов, электродных материалов хи-
мических источников тока [19–22]. 

 
Таблица 4 

Элементный состав углеродистого остатка исходного торфа 
Table 4 

Elemental composition of the carbon residue of the source peat 
 

Образец исходного торфа 
Массовая доля, % 

азот углерод водород сера 

Перед СВЧ-нагревом 2–3 60–62 7–8  0,3 

После СВЧ-нагрева 2–3 83–85 4–5  0,3 

После теплового нагрева 1–2 64–65 4–6  0,3 
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Рис. 3. Фотографии углеродистого остатка после СВЧ-обработки 
(увеличение: а – в 330 раз, b – в 950 раз, c – в 2500 раз) 

 

Fig. 3.  Photos of carbon residue after microwave processing 
(magnification: a – 330 times, b – 950 times, c – 2500 times) 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Проведена серия лабораторных исследо-

ваний по обработке в реакторе повышенной 
загрузки верхового сфагнового торфа воздей-
ствием СВЧ-излучения с частотой 2,45 ГГц, 
мощностью 1 кВт и при пониженном давлении. 
Также осуществлена серия сравнительных 
экспериментов по «традиционному» термиче-

скому нагреву торфа. Были проанализированы 
образцы жидкой (маслянистой), газовой фрак-
ций и твердого остатка. Показано, что под воз-
действием СВЧ-излучения происходит более 
глубокое разрушение исходного субстрата до 
углеродистого остатка и низкомолекулярных 
продуктов неорганической и органической при-
роды. 
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Резюме: Средние дистиллятные фракции, получаемые на установках первичной переработки 
нефти, содержат значительное количество н-парафинов, имеющих положительные температу-
ры застывания, что ухудшает низкотемпературные характеристики топлив, производимых из 
этих фракций. Для улучшения низкотемпературных свойств средних дистиллятных фракций 
применяют различные депрессорные присадки или проводят депарафинизацию различными спосо-
бами. Наиболее эффективным процессом депарафинизации является каталитическая. Классиче-
ские процессы вторичной переработки углеводородных фракций являются высокозатратными и 
часто нерентабельными для небольших нефтеперерабатывающих заводов (НПЗ). Разработка 
вторичных процессов переработки углеводородного сырья, применимых на НПЗ средней и малой 
мощности, на сегодняшний день – актуальная задача. Поэтому нашей целью являлась разработка 
технологии совмещенных процессов первичной перегонки нефти, поступающей по трубопровод-
ной системе «Восточная Сибирь – Тихий океан», и каталитической депарафинизации получаемых 
средних дистиллятов. Для определения условий проведения процесса каталитической безводо-
родной депарафинизации разработана экспериментальная установка непрерывного действия 
производительностью по сырью 10 л/ч, включающая трубчатую печь, реактор со стационарным 
слоем катализатора, теплообменник, контрольно-измерительные приборы. Эксперименты, вы-
полненные на опытной установке, позволили определить оптимальные технологические пара-
метры осуществления каталитической депарафинизации средних дистиллятов. Показано, что 
каталитическая депарафинизация средних дистиллятов в условиях, определенных опытным пу-
тем, протекает достаточно эффективно на катализаторах крекинга: СГК-1, СГК-5, КН-30-БИМТ, 
выпускаемых в России. Предложена оптимальная технологическая схема совмещения процесса 
первичного разделения нефти и каталитической депарафинизации средних дистиллятов. Расчет 
и оптимизация предложенной технологической схемы выполнены в компьютерной моделирующей 
системе ChemCad. 
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Abstract: The middle distillate fractions obtained in primary oil refining plants contain a significant amount of 
n-paraffins, which have positive pour points, resulting in degradation of the low-temperature characteristics 
of fuels produced from these fractions. To improve the low-temperature properties of middle distillate frac-
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tions, various depressor additives are used or dewaxing is carried out in various ways. The most efficient 
dewaxing process is the catalytic one. Classical methods for the secondary processing of hydrocarbon frac-
tions are costly and often uneconomical for small oil refineries. The development of secondary hydrocarbon 
processing methods applicable at medium and low capacity refineries is an urgent task today. Therefore, our 
goal was to develop a technology for combined processes of primary distillation of oil coming through the 
Eastern Siberia – Pacific Ocean oil pipeline system and catalytic dewaxing of the resulting middle distillates. 
To determine the conditions for carrying out the process of catalytic hydrogen-free dewaxing, an experi-
mental plant of continuous operation was developed with a feed rate of 10 l/h, including a tube furnace, a 
reactor with a fixed catalyst bed, a heat exchanger, and control and measuring devices. Experiments per-
formed on a pilot plant made it possible to determine the optimal technological parameters for the catalytic 
dewaxing of middle distillates. It was shown that the catalytic dewaxing of middle distillates under experimen-
tally determined conditions proceeds quite effectively on cracking catalysts SGK-1, SGK-5, KN-30-BIMT, 
manufactured in Russia. An optimal technological scheme for combining the process of primary oil separa-
tion and catalytic dewaxing of middle distillates is proposed. Calculation and optimization of the proposed 
technological scheme was performed in a computer simulation system ChemCad. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Средние дистиллятные фракции, получа-

емые при первичной переработке нефти, со-
держат значительное количество высших  
н-парафинов. Большое содержание н-парафи-
нов ухудшает низкотемпературные свойства 
углеводородных фракций, а именно, увеличи-
ваются температуры помутнения, фильтруе-
мости и застывания, в результате чего приме-
нение данных фракций как компонентов ди-
зельных топлив при низких отрицательных 
температурах окружающей среды ограничено. 
Для улучшения низкотемпературных свойств 
средних дистиллятных фракций к ним добав-
ляют депрессорные, депрессорно-диспер-
гирующие присадки или удаляют из них  
н-парафины различными способами [1–16]. 
Одним из эффективных среди таких процессов 
является каталитическая депарафинизация, 
протекающая как в присутствии водородсо-
держащего газа, так и без него. Наиболее ак-
тивными катализаторами депарафинизации 
углеводородных фракций являются синтетиче-
ские высокомолекулярные цеолиты, особенно 
модифицированные редкоземельными эле-
ментами, позволяющие параллельно прово-
дить процесс гидроочистки [6–19]. В процессе 
каталитической депарафинизации нефтяных 
фракций происходит крекинг н-парафинов, в 
результате образуются более легкие парафи-
ны, в основном изо-строения, нафтены, арома-
тические углеводороды и незначительное ко-
личество углеводородных газов. 

В настоящее время значительной про-
блемой для мало- и среднетоннажных нефте-
перерабатывающих заводов (НПЗ) в России 

является внедрение классических вторичных 
процессов нефтепереработки. В первую оче-
редь это связано с большими финансовыми 
затратами, не позволяющими получать доста-
точную экономическую эффективность при пе-
реработке углеводородного сырья, а в некото-
рых случаях они являются нерентабельными. 

Таким образом, разработка и внедрение 
вторичных процессов переработки углеводо-
родов, альтернативных классическим, в техно-
логический процесс мало- и среднетоннажных 
НПЗ – актуальная задача. Цель данной работы 
– исследование каталитической безводород-
ной депарафинизации средних дистиллятов, 
получаемых из нефти, транспортируемой по 
трубопроводной системе «Восточная Сибирь – 
Тихий океан» (далее – трубопровод ВСТО), на 
цеолитных катализаторах структуры ZSM-5, 
разработка и моделирование принципиальной 
технологической схемы, включающей первич-
ное разделение нефти и каталитическую депа-
рафинизацию средних дистиллятов. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Исследование процесса каталитической 

безводородной депарафинизации средних ди-
стиллятов осуществлялось на лабораторной 
установке непрерывного действия производи-
тельностью 10 л/ч (рис. 1). Данная установка 
позволяет проводить каталитические процессы 
(изомеризации, крекинга, риформинга и др.) в 
широком интервале температур и давлений на 
стационарном слое катализатора. Исходное 
сырье дозировочным насосом Н1 (НД 1,0  
Р-10/100 К14)  подается  в  подогреватель  П1,  
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Рис. 1. Технологическая схема лабораторной установки:  
Н1 – сырьевой насос; 

П1 – печь; Р1 – реактор депарафинизации;  
Т1 – теплообменник; Е1 – емкость; 

TE, PT, FE – датчики температуры, давления, расхода потоков соответственно 
 

Fig. 1. Scheme of the laboratory installation:  
H1 – feed pump,  

П1 – heater, P1 – dewaxing reactor,  
T1 –heat exchanger, Е1 – tank,  

TE, PT, FE – sensors of temperature, pressure, flow rate, respectively 
 

представляющий собой трубчатую печь с ра-
диантной секцией, в которой установлен змее-
вик из нержавеющей стали 12Х18Н10Т (диа-
метр витка змеевика – 100 мм, число витков – 
50, поверхность теплопередачи – 0,37 м

2
, тру-

ба змеевика Ø8х1 и длиной 15 м). В печи уста-
новлена газовая горелка ГВ-100 максимальной 
мощностью 40 кВт. Из подогревателя П1 сырье 
с температурой 330–350 °С поступает в труб-
чатый реактор Р1 – вертикальный цилиндри-
ческий аппарат с верхним аксиальным вводом 

сырья. Диаметр корпуса реактора – 1085 мм, 
высота – 500 мм, максимальный объем ката-
лизатора в реакторе – 2,5 л. Для контроля 
температуры процесса в слое катализатора 
установлена термопара. Продукт, выходящий 
из реактора Р1, поступает в теплообменник 
типа «труба в трубе» Т1 на охлаждение водой. 
Количество углеводородного газа, выделяю-
щегося в процессе депарафинизации, измеря-
лось реометром РДС-4 (ГОСТ 9932-75). 

Объекты исследований:  
– исходная смесь – широкая углеводород-

ная фракция, полученная из нефти, транспор-
тируемой по трубопроводу ВСТО, выкипающая 
в интервале температур 220–400 °С (физико-
химические характеристики данной фракции 
приведены в табл. 1); 

– смесь газойля низкозастывающего (ГН) 
и высоковязкого продукта (ВП) в соотношении 
4:1 (смесь средних дистиллятов, получаемых 
на одном из российских НПЗ; физико-хими-
ческие характеристики данной смеси приведе-
ны в табл. 6). 

В качестве катализаторов депарафиниза-
ции использовались высококремнеземистые 
катализаторы крекинга структуры ZSM-5 марок 
СГК-1 и СГК-5 (Ангарский завод катализато-

ров) и КН-30-БИМТ (Новосибирский завод хим-
концентратов). 

Физико-химические характеристики сырья 
и продуктов определялись в соответствии с 
действующей нормативно-технической доку-
ментацией. 

 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Каталитическая депарафинизация исход-

ных смесей проводилась в интервале темпе-
ратур 300–350 °С, избыточном давлении  
0,02–0,03 МПа и объемной скорости 3–4 ч

-1
. 

В начале процесса депарафинизации вви-
ду высокой активности катализатора темпера-
тура подаваемого в реактор сырья поддержи-
валась в области 300 °С и определялась из 
условия минимального выделения углеводо-
родных газов. По мере снижения активности 
катализатора, которая определялась по росту 
температуры застывания получаемого продук-
та, температура процесса повышалась. Про-
цесс депарафинизации заканчивали, когда 
температура на входе в реактор Р1 приближа-
лась к 350 °С (определение этой температуры 
как максимально возможной будет объяснено 
ниже). После достижения данной температуры 
процесс депарафинизации прекращали, реак-
тор с катализатором охлаждали и ставили на 
регенерацию. Регенерация катализатора за-
ключалась в выжиге кокса, отложившегося на 
поверхности катализатора.  

Физико-химические показатели продукта 
определялись с интервалом в один час. Мате-
риальный баланс и усредненные физико-
химические параметры проб исходной смеси  
и продукта депарафинизации приведены  
в табл. 1 и 2. 
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Таблица 1 
Физико-химические параметры исходной смеси и продукта депарафинизации 

 

Table 1 
Physicochemical parameters of the initial mixture and dewaxing product 

 

Параметр 
Значение 

Исходная смесь Продукт депарафинизации 

Плотность при 20 °С, кг/м
3
 873 861 

Кинематическая вязкость при 20 °С, мм
2
/с 13,97 8,40 

Температура вспышки в открытом тигле, °С 125 105 
Температура застывания, °С 10 -28 
Массовая доля серы, % 0,53 0,44 
Фракционный состав, °С: 
н.к. 
10% 
50% 
90% 

 
222 
283 
331 
392 

 
92 
240 
306 
371 

Общее массовое содержание ароматических 
соединений, % 

26,8 28 

 

Таблица 2 
Материальный баланс лабораторной установки 

 

Table 2 
Material balance of the laboratory installation 

 

Сырье % масс. кг/ч Продукт % масс. кг/ч 

Исходная смесь 100 5,13 
Продукт депарафинизации 99,2 5,09 

Потери 0,8 0,04 

Итого 100 5,13 Итого 100 5,13 
 

Анализ данных, представленных в табл. 1, 
показывает, что продукт депарафинизации 
имеет более легкий состав, чем исходное сы-
рье, так как плотность, вязкость, температура 
вспышки и соответствующие характеристики 
фракционного состава уменьшились. Значи-
тельно уменьшилась температура застывания 
продукта по сравнению с исходной фракцией, 
что связано с превращением высших нор-
мальных парафинов в более легкие, в основ-
ном изо-строения. Небольшое повышение со-
держания ароматических соединений связано 
с потерей углеводородов в виде образовавше-
гося в незначительном количестве углеводо-
родного газа. Также в процессе каталитиче-
ской депарафинизации происходит неглубокая 
гидроочистка средних дистиллятов. 

В результате анализа литературных дан-
ных [1–19] и проведенных экспериментальных 
исследований установлено, что процесс ката-
литической безводородной депарафинизации 
протекает достаточно эффективно на высоко-
кремнеземистых цеолитах при низких темпе-
ратурах и давлении. Это позволяет применить 

данную технологию в процессе первичного 
разделения нефти в рамках технического пе-
ревооружения, не проводя глубокой модерни-
зации производства или строительства новой 
установки безводородной каталитической де-
парафинизации. 

В качестве базовой схемы для техническо-
го перервооружения выбрана двухколонная 
схема первичного разделения нефти как 
наиболее гибкая и имеющая наибольшее рас-
пространение

1,2
. По такой схеме работает один 

из российских НПЗ мощностью 600 тыс. т/год 
(рис. 2, выделено черным цветом). После ана-
лиза различных вариантов внедрения процес-
са каталитической депарафинизации в про-
цесс первичного разделения нефти с учетом 
условия минимального технологического из-
менения в действующем производстве опре-
делена наиболее оптимальная, на наш взгляд, 
технологическая схема (см. рис. 2). 

Принципиальная технологическая схема, 
приведенная на рис. 2, состоит из двух частей, 
выделенных разным цветом. Черным цветом 
выделено  оборудование  и  трубопроводная  

   

1 
Мейерс Р.А. Основные процессы нефтепереработки: справочник / пер. с англ. 3-го изд.; под ред. 

О.Ф. Глаголевой, О.П. Лыкова. СПб.: ЦОП «Профессия», 2011. 944 с.  
2 

Альбом технологических схем процессов переработки нефти и газа / под ред. Б.И. Бондаренко. 
М.: Изд-во РГУ нефти и газа им. И.М. Губкина, 2003. 201 с. 
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Рис. 2. Принципиальная технологическая схема установки:  
К1–К3 – ректификационные колонны;  

П2 – печь; Н1–Н10 – насосы; 
Т1–Т9 – теплообменники; Е1–Е3 – емкости;  

АВО1–АВО3 – аппараты воздушного охлаждения;  
Р1, Р2 – реактора депарафинизации;  

Z1, Z2 – задвижки 
 

Fig. 2. Schematic diagram of the installation: 
К1–К3 – distillation columns,  

П1 – heater, Н1–Н10 – pumps, 
T1–T8 – heatexchangers, E1, E2 – tanks,  

АВО1–АВО3 – air coolers 
P1, P2 – dewaxing reactor,  

Z1, Z2 – valves 

 
обвязка действующего производства, а фиоле-
товым – трубопроводная обвязка, относящаяся 
к встраиваемому блоку каталитической депар-
афинизации средних дистиллятов. 

Исходная нефть насосом Н1 подается в 
блок теплообменников Т3–Т6 для предвари-
тельного нагрева до температуры 220 °С за 
счет тепла отводимых продуктов. Далее нагре-
тая нефть поступает в ректификационную ко-
лонну К1 для отделения фракции бензина 
(БГС; фракция, выкипающая в интервале от 
температуры начала кипения (н.к.) до 140°С). 
Пары БГС, отводимые из верхней части колон-
ны, поступают в аппарат воздушного охлажде-
ния АВО1 на конденсацию и охлаждение. 
Окончательное охлаждение фракции БГС до 
температуры 30 °С осуществляется в кожухо-
трубчатом теплообменнике Т1 оборотной во-
дой. Часть конденсата возвращается в колонну 

на орошение, оставшаяся часть отводится в 
товарный парк. 

Отбензиненная нефть из кубовой части 
колонны К1 насосом Н2 подается в трубча- 
тую печь П1 на подогрев до температуры  
360–380 °С. Часть нагретой отбензиненной 
нефти из печи П1 возвращается в колонну К1 в 
качестве горячей струи, а балансовое количе-
ство поступает в атмосферную колонну К2. 

С верха колонны К2 отводятся пары 
фракции БГС (фракция, выкипающая в интер-
вале температур 140–180 °С), которые конден-
сируются и охлаждаются в аппарате воздуш-
ного охлаждения АВО2 и водяном кожухотруб-
чатом теплообменнике Т2. Часть конденсата 
возвращается в колонну на орошение, а другая 
– по общему трубопроводу с фракцией БГС 
колонны К1 и К3 отводится в товарный парк. 

Верхним боковым потоком из колонны К2 



Боженков Г.В., Медведев Д.В., Рудякова Е.В., Губанов, Н.Д. Каталитическая … 
Bozhenkov G.V., Medvedev D.V., Rudyakova E.V., Gubanov N.D. Catalytic … 

 

 

354 
 

ХИМИЧЕСКАЯ ТЕХНОЛОГИЯ / CHEMICAL TECHNOLOGY 
 

  
 

отбирается фракция керосина технического, 
средним – фракция ГН, нижним – фракция ВП. 
Часть фракций керосина технического из теп-
лообменников Т3, ГН из теплообменников Т4 и 
ВП из теплообменников Т5 возвращаются в 
колонну в качестве циркуляционных орошений, 
а балансовое количество фракций отводится в 
товарный парк. Из кубовой части колонны К2 в 
товарный парк насосом Н8 выводится мазут че-
рез теплообменники блока Т6. Материальный 
баланс действующего производства и физико-
химические параметры получаемых фракций 
приведены в табл. 3 и 4 соответственно.  

При включении в технологический процесс 
блока депарафинизации задвижки Z1 и Z2 за-
крываются. Фракции ГН и ВП насосами Н6 и 

Н7 соответственно подаются в теплообменник 
Т7 на подогрев. Далее нагретая смесь посту-
пает в реактор каталитической депарафиниза-
ции Р1 или Р2.  

Каталитические реакторы Р1 и Р2 рабо-
тают попеременно: один задействован в про-
цессе депарафинизации, другой – в процессе 
регенерации. Регенерация катализатора осу-
ществляется газовоздушным выжигом кокса. 
Время переключения реактора на регенерацию 
определяется по изменению низкотемператур-
ных параметров депарафинизированного про-
дукта, а именно, когда температура помутне-
ния и температура застывания становятся вы-
ше допустимых.  

 
Таблица 3 

Материальный баланс действующей установки 
Table 3 

Material balance of the current installation 
 

Сырье %, масс. т/год кг/ч Продукты %, масс. т/год кг/ч 

Нефть 100 600000 75000 

Углеводородный газ 2,00 12000 1500 

БГС 12,00 72000 9000 

Керосин 14,00 84000 10500 

Фракция ГН 26,50 159000 19875 

Фракция ВП 7,00 42000 5250 

Мазут 38,00 228000 28500 

Потери 0,50 3000 375 

Итого 100 600000 75000 Итого 100,00 600000 75000 

 
Таблица 4 

Физико-химические параметры топливных фракций 
Table 4 

Physicochemical parameters of the fuel fractions 
 

Параметры БГС Керосин ГН ВП 

Плотность при 20 °С, кг/м
3
 735 809 863 889 

Кинематическая вязкость, мм
2
/с, при: 

20 °С 
100 °С 

 
– 
– 

 
1,54 

– 

 
6,6 
– 

 
– 

3,6 
Температура вспышки, °С: 
в открытом тигле 
в закрытом тигле 

 
– 
– 

 
46 
– 

 
123 
– 

 
– 

105 
Температура помутнения, °С – -60 1,0 22 

Температура застывания, °С – <-60 -5 20 

Массовая доля серы, % 0,003 0,07 0,43 0,68 

Фракционный состав, °С: 
н.к. 
10% 
50% 
90% 
95% 

 
45 
56 
90 
140 
154 

 
146 
164 
195 
235 
242 

 
223 
273 
305 
354 
366 

 
223 
308 
376 
410 
420 

Общее массовое содержание 
ароматических соединений, % масс. 

4 18 28 21,5 
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Депарафинизированный продукт после 
реактора Р1 (Р2) поступает на дополнитель-
ный подогрев до 360 °С в теплообменник Т8. 
Нагрев депарафинизированного продукта осу-
ществляется за счет тепла отбензиненной 
нефти, подаваемой из печи П1 в ректифика-
ционную колонну К1 в качестве горячей струи. 
После теплообменника Т8 депарафинизиро-
ванный продукт поступает в ректификацион-
ную колонну К3 на стабилизацию. 

С верха ректификационной колонны К3 
выводятся пары фракции, выкипающей в ин-
тервале от температуры н.к. до 180°С. Пары 
конденсируются и охлаждаются в аппарате 
воздушного охлаждения АВО3 и водяном теп-
лообменнике Т9 и с помощью насоса Н11 вы-
водятся в парк. Часть фракции, выкипающей в 
интервале от температуры н.к. до 180 °С, 
насосом Н11 возвращается в колонну К3 на 
орошение. 

Боковым потоком из колонны К3 отводится 
депарафинизированный газойль (фракция, вы-
кипающая в интервале 180–360 °С). Насосом 
Н9 депарафинизированный продукт двумя па-
раллельными потоками в соотношении 4:1 по-
дается в теплообменники Т4 и Т5 соответ-
ственно на охлаждение (данное соотношение 
примерно равно соотношению ГН и ВП в ис-
ходной смеси, подаваемой на депарафиниза-
цию). Такое соотношение позволяет сохранить 
тепловой баланс блока теплообменников и 
соответственно выводит продукты в парк с до-
пустимыми температурами, заложенными в 
проекте действующего блока. Часть депара-
финизированного продукта после теплообмен-
ников Т4 и Т5 возвращается в колонну К2 в 
качестве циркуляционного орошения. Балан-
совое количество депарафинизированного 
продукта выводится в парк. 

Из кубовой части колонны К3 насосом Н10 
отводится «темный» продукт в парк вместе с 
мазутом через теплообменник Т6. 

Исходя из такой компоновки технологиче-
ской схемы смесь, состоящую из ГН и ВП, по-
даваемых насосами Н6 и Н7 в теплообменник 

Т7, невозможно нагреть до температуры выше 
360 С, так как температура отводимого мазута 
находится в интервале 360–370 °С. Этим объ-
ясняется фиксация максимальной температу-
ры (350 °С) процесса каталитической депара-
финизации смеси, подаваемой в реактор 
Р1(Р2). 

Моделирование режимов работы и опти-
мизация предлагаемой комбинированной уста-
новки осуществлялись с помощью ПО Chem-
Cad. Расчетный материальный баланс опти-
мального режима приведен в табл. 5. Физико-
химические показатели смеси ГН и ВП, продук-
та ее депарафинизации (после Р1(Р2)) и про-
дукта стабилизации, выводимого в парк (после 
К3 газойль депарафинизированный), приведе-
ны в табл. 6. 

Исходя из результатов моделирования 
совмещенного процесса каталитической депа-
рафинизации и первичного разделения нефти 
(см. табл. 5, 6) видно, что менее маржиналь-
ный продукт ВП, который является только ком-
понентом судовых топлив, в процессе катали-
тической депарафинизации преобразуется в 
продукты с более высокой ценой: керосин тех-
нический и ГН депарафинизированный. При 
использовании ГН с блока первичного разде-
ления (см. табл. 4) в качестве компонента зим-
него дизельного топлива возникает необходи-
мость использования дорогостоящих депрес-
сорных присадок. При использовании ВП (см. 
табл. 4) в качестве судовых топлив требуется 
обязательно использовать депрессорные при-
садки в достаточно больших количествах. Так-
же согласно требованиям международной 
морской организации (ИМО) с 1 января 2020 г. 
применение судовых топлив с содержанием 
серы более 0,5 % масс. ограничено. При ис-
пользовании ГН депарафинизированного в 
качестве компонентов дизельных и судовых 
топлив необходимость применения депрес-
сорных присадок отпадает, и требования по 
содержанию серы в судовом топливе менее 
0,5 % масс. выполняются. 

 

Таблица 5 
Материальный баланс комбинированной установки 

Table 5 
Material balance of combined installation 

 

Сырье %, масс. т/год кг/ч Продукт %, масс. т/год кг/ч 

Нефть 100 600000 75000 

Углеводородный газ 2,34 14010 1 751,25 

БГС 16,68 100140 12 517,50 

Керосин 14,00 84000 10 500,00 

ГН депарафинизи-
рованный 

26,80 160800 20 100,00 

Мазут 39,68 238050 29 756,25 

Потери 0,50 3000 375,00 
 Итого 100 600000 75000 Итого 100,00 600000 75000 
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Таблица 6 
Физико-химические параметры смеси ГН и ВП, продукта депарафинизации 

и продукта стабилизации (газойль депарафинизированный) 
Table 6 

Physicochemical parameters of waxy gas oil and high viscose product mixture, dewaxing product 
and stabilization product (dewaxed gas oil) 

 

Параметр 

Значение 

Смесь 
ГН и ВП 

Продукт 
депарафинизации 

ГН депарафинизированный 
(продукт стабилизации ) 

Плотность при 20 °С, кг/м
3
 869,8 845 872 

Кинематическая вязкость 
при 20 °С, мм

2
/с 

7 3,68 7,11 

Температура вспышки 
в открытом тигле, °С 

82 – 95 

Температура помутнения, °С 6 -2 -9 
Температура застывания, °С -10 -25 -19 
Массовая доля серы, % 0,42 0,43 0,49 
Фракционный состав, °С: 
н.к. 
10% 
20% 
30% 
40% 
50% 
60% 
70% 
80% 
90% 

 
171 
249 
265 
270 
287 
300 
310 
320 
340 
380 

 
  37 
109 
194 
242 
271 
296 
317 
338 
363 
402 

 
185 
221 
245 
266 
282 
300 
316 
335 
353 
371 

Общее массовое содержание 
ароматических соединений, % 

26 – 31 

 
По предварительной экономической оцен-

ке, капитальные затраты при внедрении блока 
каталитической депарафинизации средних ди-
стиллятов в блок первичного разделения 
нефти мощностью 600 тыс. т/год составят на 
сегодняшний день 550 млн руб. Капитальные 
затраты на отдельную типовую установку ка-
талитической депарафинизации составляют  
36 млн долл. [18], что эквивалентно почти  
2,5 млрд руб. (по курсу доллара на сегодняш-
ний день). 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
В результате проведенного исследования: 

 подтверждена возможность проведения 
каталитической депарафинизации средних  
дистиллятов на высококремнеземистых цео-
литных катализаторах структуры ZSM-5 в ин-

тервале температур 300–350 С и давлениях, 
близких к атмосферному, с получением про-
дуктов, по физико-химическим показателям  

 
соответствующих продуктам, полученным на 
типовых установках каталитической депара-
финизации; 

 разработана принципиальная техноло-
гическая схема, объединяющая первичное 
разделение нефти и каталитическую депара-
финизацию получаемых средних дистиллятов 
исходя из условий минимальной модернизации 
производства; 

 проведено математическое моделиро-
вание разработанной принципиальной техно-
логической схемы в программном продукте 
ChemCad и подтверждена возможность реали-
зации такой технологии. 

 затраты на реализацию предлагаемой 
комбинированной схемы переработки нефти 
примерно в 5 раз меньше, чем строительство 
отдельной типовой установки каталитической 
депарафинизации средних дистиллятов.  
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Резюме: Ионообменные мембраны на основе поливинилового спирта (ПВС) представляют собой 
перспективную группу материалов для применения в тведополимерных топливных элементах 
(ТПТЭ) благодаря высокой гидрофильности, способности к пленкообразованию, низкой стоимо-
сти, хорошим механическим свойствам и возможности сшивания ПВС различными химическими 
реагентами. В качестве сшивающих агентов, приводящих к образованию геля, используются со-
единения с карбоксильной или карбонильной функцией, такие как многоосновные кислоты и их ан-
гидриды. Сшивающие реагенты могут содержать в своем составе ионогенные группы, например, 
сульфокислотные, индуцирующие протонную проводимость ПВС в составе мембран. В качестве 
допантов, улучшающих технические характеристики таких мембран, используются керамические 
материалы на основе оксидов алюминия, кремния, титана, олова, циркония и др., способные повы-
сить ионную проводимость, химическую и термическую стабильность, а также механическую 
прочность мембран. В настоящей работе сообщается о получении новых биоразлагаемых прото-
нообменных мембран для ТПТЭ, полученных на основе сшитого сульфоянтарной кислотой поливи-
нилового спирта, допированного частицами цеолита типа бета. Содержание цеолита в составе 
мембран варьировали в интервале от 1 до 25 %. Исследовано влияние содержания цеолита  
на протонную проводимость, ионообменную емкость, влагосодержание, коэффициент набуха- 
ния, проницаемость по топливу (метанолу) и механические свойства мембран. Повышение содер-
жания цеолита от 1 до 25 % приводит к увеличению ионообменной емкости мембран от 1,5 до  
2,9 ммоль/г, понижению влагосодержания с 38 до 28 % и проницаемости по метанолу – от  

2,2710
-6

 до 6,9110
-7 

см
2
 с

-1
. Изучена температурная зависимость протонной проводимости компо-

зитных мембран в диапазоне от 30 до 80 °С при относительной влажности 100 %. Наибольшее 
значение удельной электропроводности продемонстрировала мембрана, содержащая 25 % цеоли-
та BEA, протонная проводимость которой составила 23,2 мСм·см

-1
. 
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кислота, ионообменная ёмкость, влагосодержание, механические свойства 
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Abstract: Polyvinyl alcohol (PVA)-based ion-exchange membranes are a promising group of materials for 
use in solid polymer fuel cells (SPFC) due to their high hydrophilicity, film forming ability, low cost, good me-
chanical properties and the possibility of crosslinking PVA with various chemicals. The compounds with a 
carboxyl or carbonyl functional group, such as polybasic acids and their anhydrides, were used as cross-
linking agents resulting in the formation of a gel. Cross-linking reagents may contain ionic groups, for exam-
ple, sulfonic, inducing the proton conductivity of PVA in membranes. Ceramic materials based on the oxides 
of aluminum, silicon, titanium, tin, zirconium, etc. serve as dopants in order to improve the technical charac-
teristics of such membranes, such as to increase ionic conductivity, chemical and thermal stability, as well as 
the mechanical strength of the membranes.  In this work, we report on the preparation of new biodegradable 
proton exchange membranes for SPFCs based on of polyvinyl alcohol crosslinked with sulfosuccinic acid 
and doped with beta zeolite particles. The content of zeolite in the composition of the membranes was varied 
from 1 to 25 %. The effect of the zeolite content on proton conductivity, ion-exchange capacity, moisture con-
tent, swelling coefficient, fuel (methanol) permeability and mechanical properties of membranes was studied. 
An increase in zeolite content from 1 to 25 % leads to an increase in the ion-exchange capacity of mem-
branes from 1.5 to 2.9 mmol/g, a decrease in moisture content from 38 to 28 % and a methanol permeability 

from 2.2710
-6

 to 6.9110
-7 

cm
2 

s
-1

. The temperature dependence of the proton conductivity of composite 
membranes in the range from 30 to 80 ºC at the relative humidity of 100 % was studied. The highest value of 
electrical conductivity was demonstrated by a membrane containing 25 % of BEA zeolite, whose proton con-
ductivity was 23.2 mS·cm

-1
. 

 
Keywords: proton exchange membrane, polyvinyl alcohol, zeolite, sulfosuccinic acid, ion-exchange capaci-
ty, moisture content, mechanical properties 
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ВВЕДЕНИЕ 
Перспективы использования твердополи-

мерных топливных элементов (ТПТЭ) связаны 
с высокой эффективностью преобразования 
энергии и отсутствием вредных выбросов  
[1, 2], что в большей степени определяется 
типом электролитной мембраны. Используе-
мые в качестве электролита полимерные мем-
браны должны обладать высокой протонной 
проводимостью, ионообменной ёмкостью, низ-

ким коэффициентом набухания и проницаемо-
стью для топлива, хорошей химической и ме-
ханической стабильностью. Коммерческие 
перфторированные мембраны Nafion во мно-
гом отвечают этим требованиям, но являются 
дорогостоящими и имеют низкую электропро-
водность при пониженной влажности и высоких 
температурах, а также высокую проницаемость 
при использовании метанола в качестве топ-
лива [2].  
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В последние годы предложены альтерна-
тивные нефторированные протонопроводящие 
мембраны, в том числе на основе поливинило-
вого спирта (ПВС) [1, 3]. ПВС представляет 
собой водорастворимый, полукристалличе-
ский, полностью биоразлагаемый и нетоксич-
ный полимер с отличными пленкообразующи-
ми свойствами [3]. Однако низкая стойкость 
ПВС к растворителям, недостаточная проч-
ность и термостойкость [3, 4] не позволяют  
использовать его в качестве матрицы ионооб-
менных мембран. Указанные препятствия  
легко устранимы в результате химического 
сшивания ПВС дикарбоновыми кислотами 
(щавелевая, яблочная, фумаровая, лимонная 
и др.) [1].  

Различные сульфирующие агенты, такие 
как концентрированная серная, сульфофтале-
вая, сульфоуксусная, хлорсульфоновая, суль-
фоянтарная и др. кислоты, могут быть исполь-
зованы для индуцирования протонопроводя-
щих свойств ПВС [4–13]. Химическая модифи-
кация ПВС сшивающими агентами, содержа-
щими сульфогруппы, позволяет перевести по-
ливиниловый спирт в нерастворимый гель, об-
ладающий протонообменной активностью. Так, 
мембраны на основе ПВС, сшитые сульфоян-
тарной кислотой [5], показали значения про-
тонной проводимости в диапазоне от 10

-3
 до 

10
-2 

См·см
-1 

и продемонстрировали отличные 
электрохимические характеристики. Однако 
мембраны ПВС/СЯК могут эффективно рабо-
тать только при низкой температуре, поскольку 
процесс дегидратации, происходящий при 
температуре выше 80 °C, может вызвать про-
блемы с переносом протона. 

В качестве протонопроводящих мембран в 
дегидратирующих средах, то есть при высоких 
температурах и пониженной относительной 
влажности, ряд преимуществ имеют композит-
ные органо-неорганические мембраны [5]. До-
бавление неорганического материала в поли-
мерную мембрану часто повышает химическую и 
механическую стабильность, улучшает поглоще-
ние воды при более высоких температурах, по-
вышая рабочую температуру мембран [14]. 

Х. Бейдаги и соавторы разработали орга-
но-неорганические композитные мембраны на 
основе ПВС, сшитого глутаровым альдегидом 
и допированного сульфированным кремнезе-
мом. Модифицированные сульфокремнеземом 
композитные мембраны демонстрируют более 
высокое поглощение воды и протонную прово-
димость [15]. 

М.А. Наварра и соавторы исследовали 
влияние функционализированного кремнезем-
ного наполнителя, имеющего концевую группу 
-SO3H, на сшитые мембраны ПВС. Результа-
том введения кремнеземного наполнителя 
явилось повышение стабильности мембран, 

уменьшение кристаллической фазы полимер-
ной матрицы, повышение влагосодержания. 
Значения электропроводности мембран соста-
вили от 10

-2
 до 10

-1 
См·см

-1
. Испытания топ-

ливных элементов с использованием разрабо-
танных композитных мембран в качестве элек-
тролитов показали уровни тока и мощности, 
которые сравнимы с уровнями, полученными в 
тех же самых рабочих условиях при использо-
вании коммерческих мембран Nafion 117 [16]. 

В настоящей работе представлены ре-
зультаты исследования мембран из сшитого 
сульфоянтарной кислотой ПВС, допированных 
цеолитом BEA, также изучено влияние содер-
жания цеолита на физико-химические и меха-
нические свойства композитных мембран. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
10 %-й раствор ПВС готовили растворе-

нием препарата в дистиллированной воде при 
90 °С в течение 6 ч при постоянном переме-
шивании. Цеолит бета (BEA) перед примене-
нием активировали 0,5 М раствором серной 
кислоты при температуре 70 °С в течение 4 ч. 
В работе использовали образец цеолита ВЕА с 
мольным соотношением SiO2/Al2O3 = 25, пло-
щадью удельной поверхности – 562 м

2
/г, сум-

марным объемом пор – 0,374 cм
3
/г, размером 

частиц – 0,5–1,2 мкм. Композитные мембраны 
ПВС/СЯК/ВЕА получали перемешиванием  
10 %-го раствора ПВС с сульфоянтарной кис-
лотой (СЯК) (масс. отношение ПВС:СЯК =  
= 10:1) в течение 1 ч при 40 °C. К полученной 
смеси добавляли цеолит бета (BEA) (1, 3, 5,  
25 % масс.) и гомогенизировали до образова-
ния однородной массы. Контрольный образец 
мембраны ПВС/СЯК не содержал цеолита. 
Мембраны формировали методом литья из 
раствора на полиэтилентерефталатную плен-
ку. После выпаривания растворителя мембра-
ны выдерживали в сушильном шкафу при  
100 °С в течение 1 ч. 

Присутствие в составе композитных мем-
бран ПВС/СЯК/ВЕА каждого из трех компонен-
тов подтверждено данными ИК-спектроскопии. 

По данным термогравиметрического ана-
лиза композитные мембраны ПВС/СЯК/ВЕА 
термически стабильны до 200 °С. 

Влагосодержание, степень набухания и 
ионообменную емкость мембран определяли 
стандартными методами по аналогии с [17]. 

Протонную проводимость мембран иссле-
довали методом импедансной спектроскопии в 
интервале температур 30–80 °С при относи-
тельной влажности 100 на приборе Z-3000 
(Елинс, Россия) в симметричных ячейках. Из-
мерения проводили в диапазоне частот  
500–5 кГц. 

Механические свойства мембран изучали 
на универсальной испытательной машине 
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Shimadzu AGS-X. Образцы для испытаний го-
товили в форме прямоугольника размером 

2560 мм. Образцы предварительно выдержи-

вали при 23 С и относительной влажности  
50 % в течение 24 ч. Непрерывное измерение 
нагрузки и удлинения образцов проводили в 
автоматическом режиме. Модуль упругости 
определяли с помощью специального про-
граммного обеспечения. 

 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
Модификация ПВС сульфоянтарной кис-

лотой посредством реакции между гидрок-
сильными группами ПВС и карбоксильными 
группами СЯК привела к получению нераство-
римой в воде и метаноле полимерной матрицы 
ПВС/СЯК (рисунок). При массовом соотноше-
нии в реакционной смеси ПВС:СЯК = 10:1 
удельное содержание сульфогрупп в попереч-
но сшитом полимере составило 1,7 ммоль/г. 

Добавку цеолита BEA, модифицированно-
го раствором серной кислоты, вводили в поли-
мерную матрицу ПВС-СЯК в виде порошка. 
Цеолит BEA представляет собой крупнопори-
стый алюмосиликат, содержащий в качестве 
структурообразующего агента бромид тетра-
этиламмония [18]. Структура цеолита характе-
ризуется наличием каналов нанометровых 
размеров (диаметр каналов составляет от 0,56 
до 0,77 нм), что обеспечивает хорошую до-
ступность активных центров для реагентов. 
Высокое содержание кремнезема в составе 
цеолита BEA определяет его химическую ста-
бильность.  

Допирование полимерной матрицы 
ПВС/СЯК активированным серной кислотой 
цеолитом ВЕА привело к значительному  
повышению ионообменной активности мем-

бран. Ионообменная емкость мембраны 
ПВС/СЯК без цеолитной добавки составила  
0,95 ммоль/г, что совпадает с литературными 
данными для подобных мембран [12]. Значе-
ния ИОЕ для мембран с содержанием BEA 1, 
3, 5 и 25 % составили 1,5; 2,4; 2,8 и 2,9 ммоль/г 
соответственно. 

Влагосодержание мембран играет важную 
роль в процессе миграции протонов, а также 
влияет на их механические свойства. Увеличе-
ние содержания цеолита в составе мембраны 
от 1 до 25 % привело к уменьшению поглоще-
ния воды с 38 до 28 %. Поглощение воды со-
провождалось увеличением линейных разме-
ров мембран на 2–5 %, а толщина увеличива-
лась на 13–29 % в зависимости от содержания 
цеолита. При этом значения коэффициента 
набухания понижались с увеличением содер-
жания цеолита, что хорошо коррелируется с 
количеством поглощенной воды.  

Одной из основных характеристик мем-
бран является протонная проводимость. Вве-
дение цеолита BEA в состав мембран приво-
дит к увеличению протонной проводимости 
(таблица). Наилучший результат продемон-
стрировала мембрана, содержащая 25 % цео-
лита BEA, протонная проводимость которой 
составила 23,2 мСм·см

-1
. Повышение протон-

ной проводимости полимерных мембран путем 
допирования керамическими наполнителями 
было отмечено в ряде исследований, напри-
мер [1, 19]. Известно, что ионообменные мем-
браны, состоящие из дисперсной керамиче-
ской фазы и непрерывной фазы ПВС, характе-
ризуются образованием дополнительных про-
тонных транспортных каналов вдоль границы 
раздела полимер–керамика [1]. 
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Этерификация поливинилового спирта сульфоянтарной кислотой 
 

Polyvinyl alcohol esterification with sulfosuccinic acid 
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Удельная электропроводность, энергия активации протонного переноса 
и механические характеристики мембран 

 

Proton conductivity, proton transfer activation energy  
and mechanical characteristics of membranes 

 
Согласно температурной зависимости про-

тонной проводимости энергия активации протон-
ного переноса, Ea, рассчитана с использованием 
уравнения Аррениуса. По сравнению с Nafion (Ea 

= 22,8 кДжмоль
-1
) энергия активации протонного 

переноса для композитных мембран 
ПВС/СЯК/BEA немного выше и имеет значения 

26–27 кДжмоль
-1
 (см. таблицу). Исключение со-

ставляет мембрана ПВС/СЯК/BEA (5 %), для 

которой Ea = 16 кДжмоль
-1
, что значительно ни-

же, чем для Nafion. Следовательно, содержание 
цеолита оказывает существенное влияние как на 
протонную проводимость, так и на энергию акти-
вации протонного переноса. 

Механические свойства мембран были ис-
следованы при температуре 23 °C и относи-
тельной влажности 50 %. Прочность мембран 
ПВС/СЯК/BEA увеличивается с повышением 
содержания цеолита BEA. По сравнению с кон-
трольной мембраной ПВС/СЯК при добавле-
нии 25 % BEA прочность на разрыв увеличива-
ется в 4 раза, а относительное удлинение при 
разрыве уменьшается более чем в 5 раз. 

В дополнение к высокой протонной прово-
димости основным требованием для примене-
ния протонообменной мембраны в твердопо-
лимерном топливном элементе, работающем 
на метаноле, является высокая стойкость  
к проникновению топлива [20]. Обнаруже- 
но, что проницаемость по метанолу мембран 

ПВС/СЯК/BEA уменьшается при повышении 
содержания BEA. Цеолит действует как барьер 
для движения метанола, который может быть 
вызван образованием системы каналов в 
структуре композитных мембран. Установлено, 
что проницаемость по метанолу мембраны 

ПВС/СЯК составляет 2,2710
-6 

см
2
·с

-1
, а для 

образца ПВС/СЯК/BEA(25 %) этот показатель 

снижается до 6,9110
-7 

см
2
·с

-1
.  

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Получены биоразлагаемые протонообмен-

ные композитные мембраны из поливинилового 
спирта, сульфоянтарной кислоты и цеолита 
BEA для прямого твердополимерного топливно-
го элемента. Поливиниловый спирт сшивали с 
сульфоянтарной кислотой для улучшения его 
физико-химических свойств и введения ионо-
генных групп -SO3H в структуру мембран. Уве-
личение содержания цеолита в мембране при-
водит к повышению ионообменной емкости 
мембран, снижению их водопоглощения и про-
ницаемости по метанолу. Изучена температур-
ная зависимость протонной проводимости ком-
позитных мембран в диапазоне от 30 до 80 °С 
при относительной влажности 100 %. Наилуч-
ший результат продемонстрировала мембрана, 
содержащая 25 % цеолита BEA, протонная про-
водимость которой составила 23,2 мСм·см

-1
. 
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