
ИЗВЕСТИЯ ВУЗОВ

Прикладная химия
и биотехнология

2020

ISSN  2227-2925   (prin )t
ISSN 2500-1558 (online)

12+

Том 10 N 3



МИНИСТЕРСТВО НАУКИ И ВЫСШЕГО ОБРАЗОВАНИЯ РФ 
 

 
 

 

 

ИРКУТСКИЙ НАЦИОНАЛЬНЫЙ ИССЛЕДОВАТЕЛЬСКИЙ  
ТЕХНИЧЕСКИЙ УНИВЕРСИТЕТ 

 

 
  

 

 

ИЗДАТЕЛЬСТВО 
Иркутского национального исследовательского 

технического университета 
 

 

 

 

 

 

 

ИЗВЕСТИЯ ВУЗОВ 

Прикладная химия 
и биотехнология 

 

 
 

 
 

Том 10  N 3  2020 
 



 

ИЗВЕСТИЯ ВУЗОВ 

Прикладная химия и биотехнология 
Том 10  N 3  2020 

 

РЕДАКЦИОННАЯ КОЛЛЕГИЯ 
 

Главный редактор: 
Евстафьев С.Н. 
 

д.х.н., профессор, заведующий кафедрой химии и пищевой технологии Иркутского 
национального исследовательского технического университета (г. Иркутск, Россия) 
 

Заместитель главного редактора: 
Пожидаев Ю.В. д.х.н., профессор кафедры химии и пищевой технологии Иркутского национального 

исследовательского технического университета (г. Иркутск, Россия) 
 

Члены редакционной коллегии: 
Боровский Г.Б. д.б.н., профессор, заместитель директора Сибирского института физиологии и био- 

химии растений СО РАН (г. Иркутск, Россия) 
Братская С.Ю. д.х.н., профессор, член-корреспондент РАН, заведующая лабораторией сорбционных 

процессов Института химии ДВО РАН (г. Владивосток, Россия) 
Варфоломеев С.Д. д.х.н., профессор, член-корреспондент РАН, директор Института биохимической 

физики им. Н.М. Эмануэля РАН (г. Москва, Россия) 
Верпоорт Фрэнсис доктор наук, профессор кафедры экологических технологий, пищевых технологий и 

молекулярной биотехнологии, Гентский Университет Глобал Кампус (филиал в Корее),  
(г. Инчхон, Корея) 

Воронов В.К. д.х.н., профессор, Заслуженный деятель науки РФ, профессор кафедры информатики 
Иркутского национального исследовательского технического университета (г. Иркутск, 
Россия) 

Го Эн-зюнь профессор, заведующий лабораторией координационной химии Шеньянского  
института химической технологии (г.Шеньян, Китай) 

Дадашев М.Н. д.т.н., профессор, главный научный сотрудник кафедры физической и коллоидной 
химии Российского государственного университета нефти и газа им. И.М. Губкина  
(г. Москва, Россия) 

Иоелович М.Я. д.х.н., профессор, руководитель химического отдела биотехнологической компании 
"Celdesigner" (г. Реховот, Израйль) 

Метнер Франк-Юрген доктор наук, профессор, заведующий кафедрой пивоварения Берлинского  
технического университета (г. Берлин, Германия) 

Непомнящих А.И. д.ф-м.н., профессор, Заслуженный деятель науки РФ, заместитель директора 
Института геохимии им. А.П. Виноградова СО РАН (г. Иркутск, Россия) 

Пуревсурен Б. доктор наук, академик АН Монголии, заведующий лабораторией химии угля Института 
химии и химической технологии АН Монголии (г.Улан-Батор, Монголия) 

Рогожин В.В. д.б.н., профессор, заведующий лабораторией исследования биологически активных 
веществ Якутской государственной сельскохозяйственной академии (г. Якутск, Россия) 

Саловарова В.П. д.б.н., профессор, заведующая кафедрой физико-химической биологии Иркутского 
государственного университета (г. Иркутск, Россия) 

Санжиб Кумар Панда 
доктор наук, профессор, профессор кафедры наук о жизни и биоинформатики 
Университета Ассам, (г. Силчар, Индия) 

Ульянов Б.А. д.т.н., профессор кафедры химической технологии топлива Ангарского государственного 
технического университета (г. Ангарск, Россия) 

Хуторянский В.В. к.х.н., профессор фармацевтической школы Университета Рединга  (г. Лондон, 
Великобритания) 

Цыренов В.Ж. д.б.н., профессор, Заслуженный деятель науки и техники РФ, заведующий  кафедрой 
биотехнологии Восточно-Сибирского государственного университета технологии и 
управления (г. Улан-Удэ, Россия) 

Чхенкели В.А. д.б.н., профессор, заведующая кафедрой анатомии, физиологии и микробиологии 
Иркутского государственного аграрного университета (г. Иркутск, Россия) 

Шен Янминг профессор, заместитель декана факультета химической инженерии, Шеньянский инсти- 
тут химической технологии, (г. Шеньян, Китай) 
 

Ответственный секретарь: 
Чеснокова А.Н. к.х.н., Иркутский национальный исследовательский технический университет (г. Иркутск, 

Россия) 
 

 

Журнал основан в 2011 г.  
Периодичность издания – 4 раза в год. 

Журнал зарегистрирован Федеральной службой по надзору 
в сфере связи, информационных технологий и массовых коммуникаций (Роскомнадзор). 

Свидетельство ПИ №ФС77-62814 от 18 августа 2015 г. 
Учредитель Иркутский национальный исследовательский технический университет 

Подписной индекс в Каталоге российской прессы «Почта России» – 24682 
Адрес учредителя и издателя: 

664074, Россия, г. Иркутск, ул. Лермонтова, 83 

Адрес редакции: 

664074, Россия, г. Иркутск, ул. Лермонтова, 83, ауд. Д-215 
Е-mail: biochem@istu.edu 

 

© ФГБОУ ВО «ИРНИТУ», 2020 



PROCEEDINGS OF UNIVERSITIES 

Applied chemistry and biotechnology 
IZVESTIYA VUZOV.  

Prikladnaya Khimiya i Biotekhnologiya 

Volume 10  N 3  2020 
 

ЕDITORIAL BOARD 
Editor in Chief : 

Sergei N. Evstafʹev Dr. Sci. (Chemistry), Professor, Irkutsk National Research Technical University, Head 
of Chemistry and Food Technology Department (Irkutsk, Russia) 

Deputy Editor:  
Yuriy N. Pozhidaev 
 

Dr. Sci.(Chemistry), Professor, Irkutsk National Research Technical University, Professor 
of Chemistry and Food Technology Department (Irkutsk, Russia) 

Editorial council: 
Gennadiy B. Borovskii  Dr. Sci.(Biology), Professor, Deputy Head of the Siberian Institute of Plant Physiology and 

Biochemistry SB RAS, (Irkutsk, Russia) 
Svetlana Yu. Bratskaya Dr. Sci. (Chemistry), Professor, Correspondent member of RAS, Institute of Chemistry 

FEB RAS, Head of the Laboratory of Sorption Processes, (Vladivostok, Russia) 
Sergey D. Varfolomeyev  Dr. Sci. (Chemistry), Professor, Correspondent member of RAS, Director of N.M. 

Emmanuel Institute of Biochemical Physics (Moscow, Russia) 
Francis Verpoort Dr., Professor, Department of Environmental Technology, Food Technology and 

Molecular Biotechnology, Ghent University Global Campus, (Incheon, Korea) 
Vladimir K. Voronov  Dr. Sci. (Chemistry), Professor, Honored Worker of Science of the Russian 

Federation, Irkutsk National Research Technical University, Professor of Mathematics 
Department (Irkutsk, Russia) 

Enjun Gao Professor, Head of the Laboratory of Coordination Chemistry, Shenyang Institute of 
Chemical Technology (Shenyang, China) 

Mirali N. Dadashev  Dr. Sci. (Engineering), Professor, Gubkin Russian State University of Oil and Gas, Senior 
research associate of Physical and Colloid Chemistry Department (Moscow, Russia) 

Mikhail Ya. Ioelovich Dr. Sci. (Chemistry), Professor, Head of Chemical Department, Biotechnology 
Company "Celdesigner" (Rehovot, Israel) 

Frank-Juergen Methner Dr., Professor, Berlin Institute of Technology, Head of Brewing Science Department 
(Berlin, Germany) 

Alexander I.  
Nepomnyashchikh 
 

Dr. Sci. (Phys.-Math.), Professor, Honored Worker of Science of the Russian Federation, 
Deputy Director of Vinogradov Institute of Geochemistry SB RAS (Irkutsk, Russia) 

Purevsuren Barnasan Dr. Sci. (Chemistry), Academician of Mongolian AS, Institute of Chemistry and Chemical 
Technology of Mongolian AS, Head of the Laboratory of Coal Chemistry (Ulan Bator, 
Mongolia) 

Vasily V. Rogozhin Dr. Sci.(Biology), Professor, Yakutsk State Agricultural Academy, Head of the Laboratory 
for bioactive substance studies (Yakutsk, Russia) 

Valentina P. Salovarova Dr. Sci.(Biology), Professor, Irkutsk State University, Head of Physical and Chemical 
Biology Department (Irkutsk, Russia) 

Sanjib Kumar Panda Dr., Professor, Assam University, Department of Life Science & Bioinformatics (Silchar, 
India) 

Boris A. Ulyanov Dr. Sci. (Engineering), Professor, Angarsk State Technical University, Head of Chemical 
Technology of Fuels Department (Angarsk, Russia) 

Vitaliy V. Khutoryanskiy Ph.D. (Chemistry), Professor of Pharmaceutical School of University of Reading (London, 
Great Britain) 

Vladimir Zh. Tsyrenov Dr. Sci.(Biology), Professor, Honored Worker of Science and Engineering of the Russian 
Federation, East Siberia State University of Technology and Management, Head of 
Biotechnology Department (Ulan-Ude, Russia) 

Vera A. Chkhenkeli Dr. Sci.(Biology), Professor, Irkutsk State Agricultural University, Head of Anatomy, 
Physiology and Microbiology Department (Irkutsk, Russia) 

Yanming Shen Professor, Vice-Dean of Department of Chemical Engineering, Shenyang Institute of 
Chemical Technology (Shenyang, China) 
 

Executive Secretary: 
Alexandra N. Chesnokova Cand. Sci. (Chemistry), Irkutsk National Research Technical University (Irkutsk, Russia) 

 

The journal was founded in 2011. The journal is issued 4 times a year. 
The journal is registered with the Federal Agency for Supervision of Communications, 

Information Technologies and Mass Media. 
Certificate of registration FS 77-62814 of 18 August, 2015 

The journal is included in Ulrich's Periodicals Directory Founder and Publisher:  
the Federal State Budget Educational Institution of Higher Education  

Irkutsk National Research Technical University 
The subscription index in the Catalogue of the Russian Press "Pochta Rossii" is – 24682. 

Address of the founder and publisher: 

83, Lermontov St., Irkutsk, 664074, Russian Federation 
Editorial address: 

D-215, 83, Lermontov St., Irkutsk, 664074, Russian Federation,  
E-mail: biochem@istu.edu 

 

© of FGBOU VO "INRTU", 2020 

http://journals.istu.edu/_sys/mod/attach.php?svidet.jpg


ИЗВЕСТИЯ ВУЗОВ. ПРИКЛАДНАЯ ХИМИЯ И БИОТЕХНОЛОГИЯ  2020  Том 10  N 3 
PROCEEDINGS OF UNIVERSITIES. APPLIED CHEMISTRY AND BIOTECHNOLOGY 2020  Vol. 10  No. 3 

 

374 
 

СОДЕРЖАНИЕ / CONTENTS 
 

  
 

СОДЕРЖАНИЕ 
  

ХИМИЧЕСКИЕ НАУКИ 
  

Фарион И.А., Могнонов Д.М., Хахинов В.В, Литвинова М.А., Ильина О.В., Аюро- 
ва О.Ж. Синтез и исследование олигобензотриазолилимидов…………………………………... 376 

Бабадеев Д.В., Строганова Е.А. Синтез и идентификация 1,1,3,3-тетра-[1,2-дигидро-
1,5-диметил-2-фенил-3-оксопиразол]пропана………………………………………………………. 386 

Танганов Б.Б. Прикладные аспекты кислотно-основных взаимодействий и моделиро-
вание равновесных концентраций в двухкомпонентных смесях кислот………………………… 393 

 

ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ 
  

Павловская Н.Е., Гагарина И.Н., Гаврилова А.Ю., Бородин Д.Б. Испытание влияния 
новых биопестицидов на возбудителей болезней овощей с применение ДНК-маркеров…… 401 

Цивилева O.M., Перфильева А.И., Павлова А.Г. Влияние металлсодержащих био-
композитов грибного происхождения на растения картофеля in vitro…………………………… 412 

Шафикова Т.Н., Омеличкина Ю.В. Эволюция взглядов на иммунитет растений: от за-
кона H.H. Flor «ген-на-ген» до «зигзаг модели» J. Jones и J. Dangl……………………………… 424 

Китаевская С.В., Решетник О.А. Влияние низкотемпературной обработки на актив-
ность протеолитических ферментов различных видов муки……………………………………… 439 

Кузакова О.В., Ломоватская Л.А., Романенко А.С., Гончарова А.М. Регуляция ак-
тивности аденилатциклаз клеток корня гороха пероксидом водорода при инфицировании 
патогенами и мутуалистом……………………………………………………………………………… 450 

Ха Т.З., Канарский А.В., Канарская З.А., Щербаков А.В., Щербакова Е.Н., Прано-
вич А.В. Влияние условий культивирования на продуцирование ксиланазы и рост бакте-
рий Paenibacillus mucilaginosus…………………………………………………………………………. 459 

Коцупий О.В., Загурская Ю.В., Уфимцев В.И. Определениe фенольных соединений в 
водно-этанольных экстрактах листьев Pоpulus tremula L. c помощью высокоэффективной 
жидкостной хроматографии…………………………………………………………………………….. 470 

Коростелев А.В., Рукавицын П.В., Новикова И.В., Кучменко Т.А., Умарханов Р.У., 
Муравьев А.С. Исследование ароматобразующих компонентов хмеля с применением хи-
мических сенсоров………………………………………………………………………………………... 479 

Кирюхина А.С., Лозовая Т.С., Привалова Е.А., Федосеева В.Г., Оборина Е.Н., Ада-
мович С.Н., Розенцвейг И.Б. Протатраны – биомодуляторы роста дрожжей Candida etha-
nolica………………………………………………………………………………………………………… 487 

Чикишев Д.В., Абрамов Н.В., Ларина Н.С., Шерстобитов С.В. Формирование хими-
ческого состава зерна яровой пшеницы при различном уровне минерального питания……. 496 

Комиссаров А.В., Бибиков Д.Н., Бадарин С.А., Синицына Н.В., Костылева Н.И., 
Овчинникова М.В., Коровкина Г.И., Зинина О.С., Плотников И.А., Никифоров А.К. 
Разработка расчетной зависимости для оценки величины потери массы при лиофилиза-
ции диагностических препаратов………………………………………………………………………. 506 

Гамаюрова В.С., Давлетшина Г.А. Особенности поведения фермента панкреатиче-
ской липазы при рециклизации в процессах синтеза бутилбутирата в неводных средах…… 515 

 

ХИМИЧЕСКАЯ ТЕХНОЛОГИЯ 
  

Белозерова О.В., Коваленко В.В., Шакирова Э.В. Исследование состава и свойств 
нефти Ичёдинского месторождения…………………………………………………………………… 522 

Баяндин В.В., Шаглаева Н.С., Подгорбунская Т.А., Лукьянов Н.Д., Минаев Н.В., 
Макаров С.С. ИК-спектроскопия и рентгенография промышленного суспензионного поли-
винилхлорида……………………………………………………………………………………………… 529 

 

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ 
  

Прозорова Г.Ф., Емельянов А.И., Коржова С.А. Новые функциональные сополиме-
ры 1-винил-1,2,4-триазола с аллиламином………………………………………………………… 536 



ИЗВЕСТИЯ ВУЗОВ. ПРИКЛАДНАЯ ХИМИЯ И БИОТЕХНОЛОГИЯ  2020  Том 10  N 3  
PROCEEDINGS OF UNIVERSITIES. APPLIED CHEMISTRY AND BIOTECHNOLOGY 2020  Vol. 10  No. 3 

 

 
СОДЕРЖАНИЕ / CONTENTS 

 
375 

  
 

CONTENTS 
  

CHEMICAL SCIENCES 
 

 
Farion I.A., Mognonov D.M., Khakhinov V.V., Litvinova M.А., Il’ina O.V., Ayurova O.Zh. 

Synthesis and study of oligobenzotriazolylimides………………………………………………………. 376 
Babadeev D.V., Stroganova E.A. Synthesis and identification of 1,1,3,3-tetra-[1,2-dihydro-

1,5-dimethyl-2-phenyl-3-oxopyrazole]propane………………………………………………………….. 386 
Tanganov B.B. Applied aspects of acid-base interactions and modelling equilibrium concen-

trations in two-component acid mixtures………………………………………………………………… 393 
 

PHYSICAL-CHEMICAL BIOLOGY 
  

Pavlovskaya N.E., Gagarina I.N., Gavrilova A.Yu., Borodin D.B. Testing the effect of new 
biopesticides on soilborne pathogens of vegetable diseases using DNA markers…………………. 401 

Tsivileva O.M., Perfileva A.I., Pavlova A.G. The effect of metal-containing biocomposites 
of fungal origin on potato plants in vitro………………………………………………………………….. 412 

Shafikova T.N., Omelichkina Yu.V. Evolution of views on plant immunity: from Flor’s “gene-
for-gene” theory to the “zig-zag model” developed by Jones and Dangl…………………………….. 424 

Kitaevskaya S.V., Reshetnik O.A. Effects of low-temperature treatment on the activity  
of proteolytic enzymes in various flour types……………………………………………………………. 439 

Kuzakova O.V., Lomovatskaya L.A., Romanenko A.S., Goncharova A.M. Regulation  
of the activity of adenylate cyclases by hydrogen peroxide in pea root cells infected with patho-
gens and a mutualist………………………………………………………………………………………. 450 

Kha T.Z., Kanarskiy A.V., Kanarskaya Z.A., Scherbakov A.V., Scherbakova E.N., Prano- 
vich A.V. Impact of cultivation conditions on xylanase production and growth in Paenibacillus 
mucilaginosus………………………………………………………………………………………………. 459 

Kotsupiy O.V., Zagurskaya Yu.V., Ufimtsev V.I. Determination of phenolic compounds  
in water-ethanol extracts of Populus tremula L. leaves using high-performance liquid chromatog-
raphy……………………………………………………………………………………………………... 470 

Korostelev A.V., Rukavitsyn P.V., Novikova I.V., Kuchmenko T.A., Umarkhanov R.U., 
Muravev A.S. Study of hop aroma components using chemical sensors…………………………… 479 

Kiryukhina A.S., Lozovaya T.S., Privalova E.A., Fedoseeva V.G., Oborina E.N., Ada-
movich S.N., Rozentsveig I.B. Protatrans as biomodulators of Candida ethanolica growth…….. 487 

Chikishev D.V., Abramov N.V., Larina N.S., Sherstobitov S.V. Chemical composition  
of spring wheat at different levels of mineral nutrition………………………………………………….. 496 

Komissarov A.V., Bibikov D.N., Badarin S.A., Sinitsyna N.V., Kostyleva N.I., Ovchinni-
kova M.V., Korovkina G.I., Zinina O.S., Plotnikov I.A., Nikiforov A.K. Calculation of depend-
ences for estimating the amount of weight loss during lyophilization of diagnostic preparations…. 506 

Gamaurova V.S., Davletshina G.A. Behaviour of pancreatic lipase enzyme during recy-
clization when synthesizing butyl butyrate in non-aqueous media …………………………………... 515 

 

CHEMICAL TECHNOLOGY 
  

Вelozerova O.V., Kovalenko V.V., Shakirova E.V. Study of the composition and properties 
of crude oil mined at the Ichyodinskoye field……………………………………………………………. 522 

Bayandin V.V., Shaglaeva N.S., Podgorbunskaya T.A., Lukyanov N.D., Minaev N.V., 
Makarov С.С. IR spectroscopy and X-ray diffraction analysis of industrial polyvinyl chloride sus-
pension……………………………………………………………………………………………………… 529 

 

BRIEF COMMUNICATION 
  

Prozorova G.F., Emel’yanov A.I., Korzhova S.A. New functional copolymers of 1-vinyl-
1,2,4-triazole with allylamine……………………………………………………………………………… 536 

 



ИЗВЕСТИЯ ВУЗОВ. ПРИКЛАДНАЯ ХИМИЯ И БИОТЕХНОЛОГИЯ  2020  Том 10  N 3 
PROCEEDINGS OF UNIVERSITIES. APPLIED CHEMISTRY AND BIOTECHNOLOGY 2020  Vol. 10  No. 3  

 

 

376 
 

ХИМИЧЕСКИЕ НАУКИ / CHEMICAL SCIENCES 
 

  
 

Оригинальная статья / Original article 

 
УДК 541.64:542.954 
DOI: https://doi.org/10.21285/2227-2925-2020-10-3-376-385 

 

Синтез и исследование олигобензотриазолилимидов 
 

© И.А. Фарион*, Д.М. Могнонов*,**, В.В Хахинов**, М.А. Литвинова***, 
О.В. Ильина*, О.Ж. Аюрова* 

 

*Байкальский институт природопользования СО РАН, г. Улан-Удэ, Российская Федерация 
**Бурятский государственный университет, г. Улан-Удэ, Российская Федерация,  
***Восточно-Сибирский государственный университет технологий и управления, 

г. Улан-Удэ, Российская Федерация 
 

Резюме: Миграционная сополимеризация бис-имидов ненасыщенных дикарбоновых кислот с ну-
клеофилами, такими как диамины, бис-фенолы, бис-меркаптаны, позволяет достаточно легко 
получать трехмерные гетероциклические полимеры. Такие азотсодержащие термостойкие по-
лимеры представляют практический интерес, поскольку имеют высокие эксплуатационные пока-
затели, а также ввиду доступности исходного сырья. Для получения термостойких полимерных 
материалов предложен синтез олигобензотриазолилимидов взаимодействием бис-малеимидов с 
бензотриазолами. Одностадийный синтез в расплаве без выделения побочных продуктов в от-
сутствии органических растворителей является наиболее приемлемым с технологической и эко-
логической точек зрения. Для поиска оптимальных условий синтеза полимеров был использован 
метод композиционного ортогонального планирования, где параметром оптимизации была вы-
брана приведенная вязкость, переменными факторами, влияющими на параметр оптимизации, 
были исходная концентрация мономеров, продолжительность и температура синтеза. Исследо-
вано строение, свойства и механические характеристики полимеров. Строение олигомеров и по-
лимеров подтверждено данными ИК- и ЯМР-спектроскопии. Проведены эксперименты по использо-
ванию экструзионно-прокатной технологии литья для получения композитных материалов на ос-
нове олигобензотриазолилимидов. Данная технология получения композиционных материалов 
увеличивает время нахождения исходных веществ в текучем состоянии. Меньшая скорость от-
верждения олигомеров способствует тому, что теплота, выделяемая при структурировании, 
успевает рассеиваться, не вызывая локальных перегревов материала и возникающих вследствие 
этого механических напряжений. Это улучшает технологические и физико-механические харак-
теристики композитов на основе данных олигомеров. Выявлены оптимальные условия получения 
полимерных композиций, изучены физико-механические свойства, разработана технология полу-
чения материалов, устойчивых к действию агрессивных сред и перепадам температуры.  
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Abstract: Three-dimensional heterocyclic polymers can be obtained by the migration copolymerization of 
bis-imides of unsaturated dicarboxylic acids and such nucleophiles as diamines, bisphenols and bismercap-
tans. As-obtained nitrogen-containing heat-resistant polymers are of practical interest due to their high per-
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formance and the availability of the feedstock. In this work, we propose to obtain heat-resistant polymeric 
materials through the synthesis of oligobenzotriazolylimides by interaction of bis-maleimides with benzotri-
azoles. One-stage melt synthesis producing no by-products and requiring no organic solvents seems to be 
the most suitable method from the technological and environmental standpoint. Optimal conditions for the 
synthesis of polymers were determined using the method of compositional orthogonal planning. Reduced 
viscosity was chosen as the optimization parameter; the initial concentration of monomers, as well the dura-
tion and temperature of synthesis, were the variable factors affecting the optimization parameter. The struc-
ture, properties and mechanical characteristics of the obtained polymers were studied. The structure of oli-
gomers and polymers was confirmed by IR and NMR spectroscopy data. A series of experiments was car-
ried out to investigate the potential of extrusion-rolling casting technology for obtaining composite materials 
based on oligobenzotriazolylimides. This technology maintains initial substances in a fluid state for an ex-
tended period of time. The slower curing rate of oligomers facilitates the dissipation of the heat released du-
ring structuring, thus causing no local overheating of the material and resulting mechanical stresses. This 
improves the technological and physical-mechanical characteristics of the composites based on these oli-
gomers. Optimal conditions for the production of polymer composites were identified, and their physical and 
mechanical properties were studied. A technology was proposed for obtaining materials resistant to aggres-
sive media and temperature drops.  
 

Keywords: 1H-benzotriazole, oligomers, polymers, N-phenylmaleimide, methylene bis- (benzotriazolylsuc-
cinium imide), nucleophilic addition 
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ВВЕДЕНИЕ 
Миграционная сополимеризация бис-имидов 

ненасыщенных дикарбоновых кислот с нуклео-
филами, такими как диамины, бис-фенолы, бис-
меркаптаны, позволяет достаточно легко полу-
чать трехмерные гетероциклические полимеры. 
Такие азотсодержащие термостойкие полимеры 
представляют практический интерес, поскольку 
имеют высокие эксплуатационные показатели, а 
также ввиду доступности исходного сырья. [1–8]. 
Одностадийный синтез в расплаве без выделе-
ния побочных продуктов в отсутствии органиче-
ских растворителей является наиболее прием-
лемым с технологической и экологической точек 
зрения. Тем не менее синтез олигомалеимидов, 
содержащих несимметричные триазольные цик-
лы, в литературе почти не встречается, за ис-
ключением способов получения полибензотриа-
золимидов (ПБТИ) методом окислительной цик-
лополиконденсации [9, 10]. Основными причина-
ми малочисленных публикаций являются труд-
ности, связанные с синтезом исходных поли-бис-
о-аминоазобензолов, загрязнение конечных про-
дуктов соединениями, используемыми для окис-
лительной циклизации на конечной стадии, не-
полнота циклизации, приводящая к разнозвенно-
сти макромолекулы [11–16]. 

Во избежание перечисленных недостатков в 
настоящем сообщении предлагается использо-
вать мономеры с заранее сформированными, 

устойчивыми к окислению триазольными цикла-
ми. 1Н-Бензотриазол (БТ) легко вступает в реак-
ции нуклеофильного присоединения по электро-
нодефицитной олефиновой связи, что дает воз-
можность вводить бензотриазольные фрагменты 
миграционной сополимеризацией в олигомерную 
цепь малеимидов. Учитывая стойкость БТ к тер-
мическим и химическим воздействиям, возможно 
получение термостойких реактопластов с ком-
плексом важных эксплуатационных свойств. 

Цель настоящей работы – синтез термореак-
тивных олигобензотриазолилимидов с концевы-
ми малеимидными группами путем взаимодей-
ствия мольных избытков бис-малеимидов (БМИ) 
с бензотриазолами по реакции Михаэля в рас-
плаве, а также исследование строения, свойств 
и механических характеристик материалов, по-
лученных на их основе. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Исходные реагенты и растворители. Все 

растворители и реагенты, используемые в рабо-
те, очищали в соответствии с известными мето-
диками [17]. 

N-фенилмалеимид (N-ФМИ) – ярко-желтый 
кристаллический порошок, синтезировали из ма-
леинового ангидрида и анилина с последующей 
циклизацией полученной амидокислоты уксусным 
ангидридом в присутствии уксуснокислого натрия. 
Очищали перекристаллизацией из изопропилового 
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спирта. Tпл = 89–90 °С (лит. Тпл = 85–87 
о
С

1
). 

БТ перекристаллизовывали из бензола. 
Тпл = 88–89 °С (лит. Тпл = 90–99 °С). 

4,4-дифенилметан-бис-малеимид и гексаме-
тилен-бис-малеимид производства КНПО «Кар-
болит» использовали без дополнительной очист-
ки. 

3,3,4,4-Тетрааминодифенилоксид (ТАДО) и 

3,3,4,4,-тетрааминодифенилсульфон (ТАДС) 
производства опытного цеха Новосибирского 
института органической химии перекристаллизо-
вывали из водно-спиртовой смеси. Температура 
плавления ТАДО – 149,5–150,5 °С. 

3,3,4,4-Тетрааминодифенилметан (ТАДМ) 
получали и очищали по известной методике [4]. 

Стеклопластик получен пропиткой стеклотка-
ни ТС-8/3-250 20–30%-м раствором олигомера в 
ДМАА. После пропитки стеклоткани ее сушили 
при 100 °С. Содержание связующего в композите 
– 25–30%. Полученные препреги собирали в па-
кет и прессовали при температуре 220 °С и дав-
лении 0,4 МПа.  

Синтез исходных соединений 5,5-бис-

бензотриазолметана и 5,5-бис-бензотриазол-
оксида. В трехгорлую колбу объемом 500 мл, 
снабженную мешалкой и термометром, загружа-
ли 22 г ТАДМ (ТАДО), ледяную CH3COOH 
(110 мл), воду (55 мл). Перемешивали при 40 °C 
до полного растворения, а затем охлаждали до 
13–14 °C. После этого в реакционную колбу до-
бавляли при интенсивном перемешивании рас-
твор нитрита натрия (18 г) в 40 мл дистиллиро-
ванной воды. Температура повышалась до 65–
75 °C, при этом выделялись азотные газы. Реак-
ционную массу перемешивали в течение 1 ч, об-
разовавшуюся суспензию выливали в 500 мл 
холодной дистиллированной воды, отделяли 
осадок фильтрованием, промывали и сушили до 
постоянной массы. После перекристаллизации 
из смеси CH3COOH и Н2O в присутствии активи-
рованного угля и мочевины выход конечных про-
дуктов составил 90–97%. Температура плавле-

ния 5,5-бис-бензотриазолметана – 230–231 °C, 

5,5-бис-бензотриазолоксида – 252–254 °C. 
Элементный анализ для C13H10N6, вычисле-

но, %: C – 62,39; H – 4,03; N – 33,06; найдено, %: 
C – 62,15; H – 3,90; N – 33,01. 

Элементный анализ для C12H80N6О, вычис-
лено, %: C – 57,14; H – 3,20; N – 33,22; найдено, 
%: C – 57,03; H – 3,58; N – 33,16. 

Синтез 5,5-бис-бензотриазолсульфона. В 
трехгорлую колбу объемом 1,5 л, снабженную 
мешалкой и термометром, помещали 10 г 
(4,5 ммоль) ТАДС, ледяную CH3COOH (82 мл), 
нагревали при 500 °C до полного растворения 
ТАДС, добавляли раствор нитрита натрия 4 г 
(10,15 ммоль) в 40 мл дистиллированной воды. 

Синтез проводили при постоянном перемешива-
нии в течение 1,5 ч, при этом температура смеси 
повышалась до 90–110 °C Реакция сопровожда-
лась выделением азотных газов. Выпавший оса-
док фиолетового цвета разбавляли 1 л дистил-
лированной воды, отфильтровывали и сушили 
до постоянной массы. После перекристаллиза-
ции концентрированной CH3COOH (с мочевиной 
и активированным углем) выход конечного про-
дукта составил 90–97%. Температура плавления 
– 292–294 °C. 

Элементный анализ для C12H7N6О2S, вычис-
лено, %: C – 48,00; H – 2,68; N – 27,98; найдено, 
%: C – 47,50; H – 3,05; N – 27,60. 

Синтез модельного соединения (N-фенил-3-
(1-бензотриазолил) пирролидин-2,5-дион). В трех-
горлую колбу объемом 50 мл, снабженную меха-
нической мешалкой, вводом и выводом инертного 
газа, загружали 1,1913 г (1 ммоль) БТ и 1,7937 г 
(0,01 ммоль) N-ФМИ в 10 мл N-МП. Затем в реак-
ционную массу прибавляли раствор 0,3956 г 
(0,3243 ммоль) C6H5COOH, 0,07 мл (0,054 ммоль) 
триэтиламина в 10 мл N-МП. После полного рас-
творения компонентов систему в течение 10 мин 
продували аргоном при интенсивном перемешива-
нии. После завершения синтеза реакционную мас-
су осаждали в 500 мл охлажденной до 5–10 °C ди-
стиллированной воде и выдерживали 24 ч. Затем 
осадок отделяли фильтрованием, сушили до по-
стоянной массы и перекристаллизовывали из вод-
ного раствора CH3COOH. Температура плавления 
– 258–260 °C. 

Элементный анализ для C16H12N6О2, вычис-
лено, %: C – 65,75; H – 4,14; N – 19,17; найдено, 
%: C – 65,05; H – 3,85; N – 18,90. ПМР (ДМСО-de) 
ppm: 7,00–7,60 (ароматические), 4,12–4,22 (ме-
тилен), 3,94 (метин). 

Синтез полимеров. Реакция 5,5-бис-бензо-

триазолметана и 4,4-дифенилметан-бис-ма-
леимида является типичным примером синтеза 
исследуемых полимеров. В трехгорлую колбу объ-
емом 50 мл, снабженную механической мешалкой, 
вводом и выводом инертного газа, загружали 

0,6256 г (0,25 ммоль) 5,5-бис-бензо-триазолмета-

на, 0,8959 г (0,25 ммоль) 4,4-дифе-нилметан-бис-
малеимида и 10 мл N-МП. Затем в реакционную 
массу прибавляли раствор 0,3956 г (0,3243 ммоль) 
C6H5COOH и 0,3956 г (0,054 ммоль) триэтиламина 
в 10 мл N-МП. После полного растворения компо-
нентов систему в течение 10 мин продували арго-
ном. После этого колбу помещали в предвари-
тельно термостатированную до 120°C баню и вы-
держивали в течение 24 ч. После этого осадок от-
деляли, экстрагировали изопропанолом в аппара-
те Сокслета и сушили до постоянной массы. 

Инфракрасный спектр, см
-1

: 1375–1630 (бен-
зотриазольный цикл), 1725, 1730 (С=О).  

   

1
Catalog Handbook of Fine Chemicals, Aldrich, 1992–1993. 
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Синтез полимеров на основе 5,5-бис-

бензотриазолоксида и 4,4-дифенилметан-бис-
малеимида осуществляли аналогично. При син-

тезе полимера на основе 5,5-бис-бензотриа-

золсульфона и 4,4-дифенилметан-бис-малеими-
да в качестве катализатора использовали 
C6H5COOH. Инфракрасный спектр, см

-1
:  

1500–1620 (ароматическая система), 1700, 1755 
(С=О), 1400 (–СH2–CO–), 1370, 1310, 1160  
(–SO2), 1180 (–C–N–C сукцинимидного цикла). 

При синтезе полимера на основе 5,5-бис-
бензотриазолсульфона и гексаметилен-биc-
малеимида в качестве катализатора использо-
вали C6H5COOH и бензоат лития. Инфракрасный 
спектр, см

-1
: 1500–1620 (конденсированная аро-

матическая система), 1700, 1755 (С=О), 1435  
(–СH2–CO–), 1400 (–CH2–), 1160 (1,2,4 бензоль-
ное кольцо), серия полос поглощения при  
1200–1350 (–(CH2)5). 

Методы исследования. Элементный анализ 
выполняли на СНNS-анализаторе EA-3028 (Eu-
rovector).  

ИК-спектры регистрировали на спектрометре 
ALPHA (Bruker) в диапазоне волновых чисел 
4000–400 см

-1
. Образцы получали прессованием 

с KBr. 
Спектры ЯМР 

13
С регистрировали на спек-

трометре DRX-500 при частоте 400 МГц в рас-
творе ДМСО-d6. Внутренний стандарт – ТМС. 

Термогравиметрические исследования про-
водили на синхронном термическом анализаторе 
STA 449C «NETZSCH» при скорости нагревания 
5 град/мин на воздухе. 

Температуру плавления определяли на при-
боре IA 9100 или по данным ДСК. 

Механические показатели материалов опре-
деляли на электромеханической разрывной ма-
шине Instron-3367 при скорости движения тра-
версов 10 мм/мин в соответствии с ГОСТ 14236-
81. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
Ранее была рассмотрена реакция БТ с мале-

имидами по реакции Михаэля в расплаве, которую 
можно рассматривать как модельную для нуклео-
фильного присоединения 1,2,3-бензотриазола по 
электронодефицитной кратной связи N-ФМИ [16]. 
Была показана вероятность преимущественного 
протекания нуклеофильной атаки БТ на кратную 
связь малеимидов при их взаимодействии в рас-
плаве при повышенной температуре по направле-
нию 1 в сравнении с направлением 2 атакой на 
атомы азота 1,2,3-бензотриазола на карбонильный 
углерод N-ФМИ (2) (рис. 1). 

Выход N-фенил-3-(1-бензотриазолил)пирро-
лидин-2,5-диона (I) в присутствии таких катали-
заторов, как триэтиламин (Et3N) или карбоновая 
кислота, составил только 50%, а в присутствии 
каталитической системы Et3N-С6Н5СООН (моль-
ное соотношение 1:6) он достиг 90%. Высокий 

выход в последнем случае можно объяснить по-
ложительным взаимным влиянием кислотного и 
основного компонентов каталитической системы. 
Было отмечено, что при добавлении в реакцион-
ную массу Et3N цвет раствора изменялся от зе-
леновато-желтого до вишнево-красного. Это свя-
зано с образованием комплекса с переносом за-
ряда между бензотриазолят-анионом N-ФМИ. В 
присутствии одного Et3N высокий выход не был 
достигнут, по-видимому, из-за конкурирующей 
гомополимеризации N-ФМИ по анионному меха-
низму. 

 

 
 

Рис. 1. Схема возможных направлений взаимодействия 
1Н-бензотриазола с N-фенилмалеимидом 
 

Fig. 1. Possible directions of 1H-benzotriazole  
and N-phenylmaleimide interaction 

 
Информацию, полученную при синтезе мо-

дельного соединения, использовали при изуче-
нии процесса полимерообразования бис-
бензотриазолов с ароматическими бис-малеими-

дами на примере реакции 1 моль 5,5-бис-бензо-
триазолметана и 4 моль гексаметилен-бис-ма-
леимида (рис. 2). 
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Рис. 2. Синтез модельного соединения  
N-фенил-3-(1-бензотриазолил)пирролидин-2,5-диона  
 

Fig. 2. Synthesis of a model compound  
N-phenyl-3-(1-benzotriazolyl)pyrrolidine-2,5-dione 

 
Для поиска оптимальных условий синтеза 

полимеров был использован метод композици-
онного ортогонального планирования (метод 
Бокса – Уилсона) [19]. Параметром оптимизации 
выбрана приведенная вязкость, а переменными 
факторами, влияющими на параметр оптимиза-
ции, были: исходная концентрация мономеров, 
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продолжительность и температура синтеза [5]. 
Синтез выполнялся согласно матрице плани-

рования, содержащей 15 экспериментальных 
точек. Дисперсию воспроизводимости вычисляли 
по 5 дублированным значениям. Верхние преде-
лы переменных факторов ограничиваются рас-
творимостью мономеров, летучестью раствори-
теля и временными затратами. В результате об-
работки экспериментальных данных по алгорит-
му метода была получена математическая мо-
дель процесса образования олигомера, выра-
женная полиномом второй степени в кодирован-
ных переменных. 

Согласно расчетам композиционного плани-
рования, наибольшее влияние на параметр оп-
тимизации оказывает исходная концентрация 
мономеров. Исходя из частных зависимостей 
определены следующие оптимальные значения 
процесса синтеза олигомера: температура син-
теза – 110–115 °C, продолжительность синтеза – 
1,0–1,5 ч, исходная концентрация каждого моно-
мера – 0,25–0,27 моль/л, при параметре оптими-

зации пр = 0,50–0,55 дл/г. Превышение опти-
мальных значений переменных факторов увели-
чивает вероятность гелеобразования. 

В присутствии каталитической системы 
C6H5COOH и Et3N приведенная вязкость полу-
ченного полимера была очень низкой 

(пр = 0,05 дл/г), что можно объяснить +I-эф-
фектом метиленовых групп гексаметилен-бис-
малеимида. После замены Et3N на C6H5COO

–
Li

+
 

(мольное соотношение C6H5COOH/C6H5COO
–
Li

+
, 

равное 1:2) была достигнута пр порядка 
1,00 дл/г. Высокая активность этой каталитиче-
ской системы скорее всего обусловлена образо-
ванием координационной связи между катионом 
Li

+
 и карбонильным кислородом малеимидного 

цикла, что облегчает нуклеофильную атаку на 
олефиновые атомы углерода. Помимо этого бен-
зоат-анионы, обладая сравнимой с третичными 

аминами основностью в апротонных средах, 

способствуют ионизации 5,5-бис-бензотри-
азолов. Присутствие в системе донора протонов 
и низкая нуклеофильность C6H5COO

-
 из-за дело-

кализации заряда в карбоксилат-анионе благо-
приятствует подавлению конкурирующих реак-
ций гомополимеризации гексаметилен-бис-
малеимида по анионному механизму. К тому же 
бензоат лития в отличие от третичных аминов – 
нелетучее соединение и не удаляется из реак-
ционной зоны. 

Строение олигомера подтверждено данными 
ИК- и ЯМР-спектроскопии. В ИК-спектре (рис. 3) 
интенсивная полоса поглощение карбонила C=O 
при 1717 см

-1
 смещена в сторону меньших длин 

волн по сравнению с поглощением C=O 
исходного N-ФМИ на 17,5 см

-1
 из-за увеличения 

порядка связи карбонила при раскрытии 
олефиновой связи. Вторая полоса поглощения с 
плечом при 1717  см

-1
 принадлежит второму 

карбонилу. Поглощение при 1187,5 см
-1

 сви-
детельствует о деформационных колебаниях  
С–N–С, а малоинтенсивные полосы при 2930 и 
2979 соответствуют валентным C–H сукцинимид-
ного цикла. 

В спектре ПМР (CHCl3-d) протоны групп CH2 
и СH олигомера – хорошо разрешенные 
квартеты при 3,59–3,65 и 3,82–3,87 м.д. (рис. 4). 

В спектре ЯМР
13

С (ДМСО-d6) наблюдаются 
сигналы алифатических атомов углерода при 
35,43 и 56,34 м.д. и два сигнала карбонильных 
углеродов при 172,33 и 173,19. Сигналы всех 
шести углеродов бензотриазолильного фраг-
мента при 110,71; 119,72; 124,78; 128,38; 133,09 
и 145,43 м.д. подтверждают образование сук-
цинимида с несимметричным 1-бензотри 
азолильным заместителем. Пики при 127,17 и 
129,29 м.д. соответствуют атомам углерода в 
орто- и мета-положениях N-фенильного фраг-
мента (рис. 5). 

 

 
 

Рис. 3. ИК-спектр области «отпечатков пальцев» олигомера 
 

Fig. 3. IR spectrum of area of oligomer "fingerprints" 
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Рис. 4. Спектр ПМР. Алифатические метиленовые протоны олигомера (CHCl3-d) 
 

Fig. 4. NMR-1H spectrum. Aliphatic methylene protons of oligomer (CHCl3-d) 
 

 
 

Рис. 5. Спектр ЯМР 13С олигомера 
 

Fig. 5. NMR 13C spectrum of an oligomer 

 
На основании полученных результатов были 

синтезированы олигобензотриазолимиды, вы-
ход, приведенная вязкость и температура раз-
ложения которых представлены в таблице. 

Полученные олигомеры после затвердевания 
представляют собой непрозрачную хрупкую мас-
су, хорошо растворимую в полярных апротонных 
растворителях и в смеси CHCl3 + ацетон. В рас-
творах щелочей они окрашиваются в малиновый 
цвет, что является одной из характерных реак-
ций на малеимидный гетероцикл. 

Динамический термогравиметрический ана-
лиз полученных олигомеров свидетельствует, 
что при 350–360 °C начинается процесс интен-
сивной термоокислительной деструкции. Наибо-
лее термостойкими являются олигомеры с груп-
пой SO2 между бензольными ядрами. Подобное 
характерно и для других полигетероариленов с 
группами SO2. 

Согласно данным дифференциально-скани-

рующей калориметрии эндотермический эффект 
(эндотерма) фазового перехода первого рода 
(плавление) наблюдается при 130–135 °C. Экзо-
термический эффект соответствует гомополиме-
ризации олигомеров по кратным связям, очень 
сильно уширен и проявляется при температуре 
выше 180 °C. С точки зрения технологии получе-
ния композиционных материалов данное явле-
ние можно считать благоприятным, так как уве-
личивается время нахождения олигомеров в те-
кучем состоянии (жизнеспособность расплава). 
Меньшая скорость отверждения олигомеров 
должна способствовать тому, что теплота, выде-
ляемая при структурировании, успевает рассеи-
ваться, не вызывая локальных перегревов мате-
риала и возникающих вследствие этого механи-
ческих напряжений. Все это должно улучшить 
технологические и физико-механические харак-
теристики композитов на основе данных олиго-
меров [20].  
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Свойства олигобензотриазолилимидов общей формулы 

 
Properties of oligobenzotriazolylimides of the general formula 

 

R R Выход, % пр в N-МП, дл/г 
Tразл., °C 

на воздухе* 

CH2

2  

CH2 85 0,55 350 

–(СН2)6– SO2 91 0,60** 350 

CH2

2  
SO2 95 0,66** 355 

CH2

2  

O 88 0,40*** 370 

–(СН2)6– O 92 1,00 350 
–(СН2)6– CH2 86 0,90 350 

* – температура пересечения касательных в области перегиба кривой;  
** – вязкость определена в ДМФА;  
*** – вязкость определена в N-МП + 2% LiCl. 

 

С использованием полученного олигомера 
были изготовлены стеклопластики (см. табл.). 
Ортогональное расположение волокон в исход-
ных препрегах обеспечило анизотропию физико-
механических свойств (ГОСТ 11262-80). Предел 
прочности при растяжении составляет 174,40 МПа, 
относительном удлинении при разрыве – 15,6%. 
Модуль упругости (ТМА, трехточечный изгиб, 1 Гц) 
при 250 °C составляет 18,6 МПа. 

Проведены экспериментальные работы по 
получению термостойких полимерных покрытий 
на основе синтезированных олигомеров. Компо-
зиционные материалы получены с помощью ав-
томатизированной установки экструзионного ли-
тья [21]. Температура экструдера соответство-
вала 250–300 

о
С, что позволило полностью рас-

плавить исходный олигомер и получить пленоч-
ные покрытия на подложках различной поверх-
ности. Преимуществом данной установки явля-
ется равномерное прогревание исходного веще-
ства. Прочность клеевых соединений на основе 
данного олигомера, согласно ГОСТ 14759-69, 

составляет р = 2,7 МПа (металлические пласти-
ны Ст-3 внахлест, сдвигающая нагрузка парал-
лельна плоскости клеевого соединения). 

Исследована возможность получения компо-
зиционного материала. В качестве наполнителя 
использовали деревянные опилки, угольный 
шлак, песок. Композиционные материалы нано-
сили на кровельную металлическую черепицу в 
виде пленочных покрытий. Эксперименты пока-
зали, что адгезионная прочность полимера к че-
репице на основе алюминия и оцинкованного 
железа при комнатной температуре достаточно 
велика и при повышении температуры не изме-
няется. При температуре выше 500 

о
С пленки на 

поверхности быстро коксуются, обеспечивая по-
ниженную горючесть и огнестойкость, что позво-
ляет отнести их к самозатухающим и трудного-
рючим.  

Испытания показали, что покрытия имеют 
защитные свойства, обеспечивающие их дли-
тельную сохранность в различных условиях экс-
плуатации. Они не подвержены гидролизу, 
устойчивы к действию агрессивных сред в широ-
ком диапазоне температур. Продукция соответ-
ствует всем эксплуатационным и экологическим 
требованиям.  

Проведенные экспериментальные исследо-
вания показали, что технология экструзионно-
прокатно-формовочного литья является пер-
спективной. Показана возможность применения 
данной технологии для получения новых компо-
зитных материалов в качестве термо- и огне-
стойких покрытий. Оптимизированы составы и 
условия получения полимерных композиций, 
изучены физико-механические свойства, разра-
ботана технология получения материалов, 
устойчивых к действию агрессивных сред и пе-
репадам температуры.  

 
ВЫВОДЫ 
Взаимодействием 1Н-бензотриазола с четы-

рехкратным избытком бис-малеимида в распла-
ве синтезированы термореактивные олигобензо-
триазолилимиды. Согласно данным термограви-
метрического анализа, термоокислительная де-
струкция у полученных олигомеров начинается 
при 350–360 °C, что свидетельствует об их высо-
кой термостойкости. Экзотермы, соответствую-
щие гомополимеризации по кратным связям оли-
гомеров, существенно уширены, что увеличива-
ет время их нахождения в текучем состоянии 
(жизнеспособность расплава), позволяя улуч-
шить технологические и физико-механические 
свойства материалов, полученных на основе 
синтезированных олигомеров. Показана пер-
спективность использования олигомеров в каче-
стве связующих для слоистых пластиков и клее-
вых композиций. 

 

R N

O

O

N

N

N

R
/

n
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Синтез и идентификация 1,1,3,3-тетра-[1,2-дигидро- 
1,5-диметил-2-фенил-3-оксопиразол]пропана 

 

© Д.В. Бабадеев*, Е.А. Строганова** 
 

*Казанский федеральный университет, г. Казань, Российская Федерация 
**Оренбургский государственный университет, г. Оренбург, Российская Федерация 

 

Резюме: Пиразольные производные представляют практическую ценность как аналитические 
реагенты, красящие и лекарственные вещества. Известно, что 1,2-дигидро-1,5-диметил-2-
фенилпиразол-3Н-он (антипирин) и его бидентатные производные являются хорошими аналити-
ческими реагентами на ионы d-металлов (Cd

2+
, Fe

3+
, Sc

3+
, Ti

4+
, Zn

2+
, Co

2+
 и др.). Проявление хела-

тирующей способности открывает возможность использования би-, три- и тетрадентатных 
производных антипирина в качестве органических лигандов при синтезе металлоорганических 
координационных полимеров, что обусловливает актуальность синтеза ряда новых тетраден-
татных производных 1,2-дигидро-1,5-диметил-2-фенилпиразол-3Н-она. Целью настоящей работы 
являлись синтез и идентификация нового вещества – 1,1,3,3-тетра-[1,2-дигидро-1,5-диметил-2-
фенил-3-оксопиразол]пропана (тетраантипирилпропана). В ходе работы проведен обзор сущест-
вующих методик синтеза производных антипирина, полученных путем конденсации  
1,2-дигидро-1,5-диметил-2-фенил-3Н-пиразол-3-она с альдегидами алифатического и ароматиче-
ского ряда. Отработана методика получения и очистки нового, не описанного в литературе со-
единения – 1,1,3,3-тетра-[1,2-дигидро-1,5-диметил-2-фенил-3-оксопиразол]пропана, по реакции 
электрофильного замещения в ароматическом кольце оксопиразольного гетероцикла протониро-
ванной формы пропандиаля (малонового диальдегида) с выходом 17,1%. Соединение представляет 
собой кристаллическое вещество белого цвета, хорошо растворимое в органических полярных и 
неполярных растворителях, но не растворимое в воде. Чистоту перекристаллизованного про-
дукта синтеза подтверждали путем измерения температуры плавления и проведения качествен-
ной реакции с нитритом натрия на обнаружение незамещенного оксопиразольного цикла суб-
страта реакции. Структуру 1,1,3,3-тетра-[1,2-дигидро-1,5-диметил-2-фенил-3-оксопиразол]про-
пана устанавливали методами масс-спектрометрии и спектроскопии комбинационного рассеяния. 
 

Ключевые слова: антипирин,1,1,3,3-тетра-[1,2-дигидро-1,5-диметил-2-фенил-3-оксопиразол]про-
пан, тетраантипирилалканы, масс-спектр, спектр комбинационного рассеяния 
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Synthesis and identification of 1,1,3,3-tetra-[1,2-dihydro- 
1,5-dimethyl-2-phenyl-3-oxopyrazole]propane 
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*Kazan Federal University, Kazan, Russian Federation 
**Orenburg State University, Orenburg, Russian Federation 

 

Abstract: Pyrazole derivatives are of practical value as analytical reagents, dyes and medicinal substances. 
It is known that 1,2-dihydro-1,5-dimethyl-2-phenylpyrazol-3H-one (antipyrine) and its bidentate derivatives 
are good analytical reagents for d-metal ions (Cd

2+
, Fe

3+
, Sc

3+
, Ti

4+
, Zn

2+
, Co

2+
, etc.). The chelating ability of 

bi-, tri- and tetradentate antipyrine derivatives make them promising organic ligands for the synthesis of or-
ganometallic coordination polymers. Therefore, synthesis of new tetradentate derivatives of 1,2-dihydro-1,5-
dimethyl-2-phenyl-3Hpyrazole-one seems to be a highly relevant research task. The aim of this work was to 
synthesize and study a new substance – 1,1,3,3-tetra-[1,2-dihydro-1,5-dimethyl-2-phenyl-3-oxopyrazole]pro-
pane (tetraantipyryl-propane). A review of existing methods for the synthesis of antipyrine derivatives 
through condensation of 1,2-dihydro-1,5-dimethyl-2-phenyl-3H-pyrazol-3-one with aliphatic and aromatic al-
dehydes was carried out. A method was developed for the preparation and purification of 1,1,3,3-tetra-[1,2-
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dihydro-1,5-dimethyl-2-phenyl-3-oxopyrazole]propane by the reaction of electrophilic substitution of the pro-
tonated form of propandial (malonic dialdehyde) in the aromatic ring of the oxopyrazole heterocycle with a 
yield of 17.1%. The resulting compound is a white crystalline substance, readily soluble in organic polar and 
non-polar solvents, but insoluble in water. The purity of the recrystallized synthesis product was confirmed by 
measuring its melting point and conducting a qualitative reaction with sodium nitrite to detect an unsubstitu-
ted oxopyrazole cycle in the reaction substrate. The structure of 1,1,3,3-tetra-[1,2-dihydro-1,5-dimethyl-2-
phenyl-3-oxopyrazole]propane was established by mass spectrometry and Raman spectroscopy. 
 

Keywords: antipyrine, 1,1,4,4-tetra-[1,2-dihydro-1,5-dimethyl-2-phenyl-3-oxopyrazole]propane, tetraantipy-
rylalkanes, mass spectrum, Raman spectrum 
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ВВЕДЕНИЕ 
Использование пиразолоновых производных 

в роли аналитических реагентов впервые было 
рассмотрено в сороковых годах прошлого столе-
тия С.И. Гусевым, И.М. Коренманом, Д.И. Рябчи-
ковым, а позднее А.К. Бабко, А.И. Бусевым, Е. 
Судо и другими. После 1950 г. началось изуче-
ние реакций комплексообразования, были пред-
ложены способы избирательного выделения 
ионов металлов и концентрирования микроэле-
ментов. Работы по экстракции ионов металлов 
демонстрируют эффективность применения ок-
сопиразолоновых производных в качестве экс-
трагентов ионов переходных металлов, а также 
редких и рассеянных элементов [1–12]. Кроме 
того, производные пиразолона нетоксичны, что 
обусловливает актуальность их применения в 
качестве реагентов для импрегнирования с це-
лью получения избирательных сорбентов, при-
меняемых в экологичных технологических схе-
мах концентрирования ионов металлов из про-
мышленных стоков или растворов гидрометал-
лургической переработки руд и шлаков цветной 
металлургии [13, 14]. 

Пиразольные производные имеют ценность и 
как лекарственные вещества, что подтверждает-
ся биохимическими исследованиями, продолжа-
ющимися и сегодня [15–20]. 

Несмотря на большой объем накопленного 
теоретического и практического материала в об-
ласти производных пиразолона, химия тетраан-
типирилалканов остается слабо изученной. По-
этому перед авторами настоящей статьи стояла 
задача отработки методик получения ряда но-
вых, не описанных в литературе производных 
антипирина с целью последующего исследова-
ния их экстракционных способностей. 

 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Синтез тетрадентатных производных алифа-

тического ряда 1,2-дигидро-1,5-диметил-2-фе-
нил-3-пиразолона (далее антипирина) осуществ-
ляется путем конденсации антипирина с альде-
гидом по механизму электрофильного замеще-

ния в ароматическом кольце гетероцикла. В син-
тезе производного использовали реактивы ква-
лификации х.ч. производства компании Merck 
(Германия). 

Образование активных центров на углеродах 
альдогруппы происходит при введении в реакци-
онную среду минеральной кислоты. Конденсация 
проводилась при нагревании в течение 2−3 ч. В 
качестве исходных реагентов использовали ме-
тиловый диацеталь пропандиаля (метиловый 
диацеталь малонового альдегида), антипирин, 
соляную кислоту и раствор аммиака. Количество 
1,1,3,3-тетра-[1,2-дигидро-1,5-диметил-2-фенил-
3-оксопиразол]пропана (далее – тетраантипи-
рилпропан) рассчитывали из предположения 
полной конденсации антипирина с диальдеги-
дом. Мольное соотношение пропандиаля и анти-
пирина − 1:4. 

Малоновый альдегид добавляли к подкис-
ленному раствору антипирина (5 г антипирина на 
50 мл соляной кислоты 0,5 моль/л). Смесь 
нагревали на водяной бане при 80−90 °C в тече-
ние 2−3 ч. Схема протекающего процесса приве-
дена на рис. 1. 

После нагрева смесь разбавляли дистилли-
рованной водой и добавляли 25%-й раствор ам-
миака до нейтральной реакции среды для оса-
ждения продуктов конденсации. Выпавший 
аморфный осадок белого цвета отфильтровыва-
ли на воронке Бюхнера и сушили. После сушки 
проводили перекристаллизацию из этанола. При 
фильтрации вещество образует на фильтре тон-
кую переливающуюся пленку, после высушива-
ния приобретает форму белых игольчатых кри-
сталлов. Выход перекристаллизованного продук-
та составил 17,1%. Продукт синтеза растворим в 
спирте, не растворим в воде и ацетоне. Интер-
вал температур плавления, определенных на 
приборе Жукова, составил от 244 до 246 °C. 

Структуру 1,1,3,3-тетра-[1,2-дигидро-1,5-ди-
метил-2-фенил-3-оксо-пиразол]пропана устанав-
ливали методами масс-спектрометрии и спек-
троскопии комбинационного рассеяния (КР). 
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Рис. 1. Взаимодействие малонового альдегида и антипирина в кислой среде 
 

Fig. 1. Interaction of malonic aldehyde and antipyrine in an acidic environment 

 
Масс-спектры записаны на квадрупольном 

времяпролетном масс-спектрометре сверхвысо-
кого разрешения MaxisImpact HD (Bruker Dalton-
ics). Образец был растворен в ДМСО и разбав-
лен ацетонитрилом в соотношении 1 к 80. По 
результатам масс-спектрометрии найдено, m/z: 
789,3865 [M+H]

+
, 811,3668 [M+Na]

+
. C47H53N8O4. 

Масс-спектр вычислено, m/z, – 788,3799.  
Спектр КР вещества записан на спектрометре 

RamMicsM532 (цифровой микроскоп OlympusCX-
41 с КР-анализатором EnSpectrR532 ScientificEdi-
tion). По результатам анализа КР-спектра установ-
лено присутствие следующих полос рассеяния,  
ν, см

–1
:  

3068 (m)ν(C-H)-N-substituted Pyrazolone,  
2990 (w) ν(С-Н)-CH2-, 
2922 (m) νasym(С-Н)-CH2-,  
2900 (m) νsym(С-Н)-CH2-,  
1655(w) ν(С=О)Pyrazolone,  
1621 (m) ν(С=С)Pyrazolone,  
1600 (s) ν(-С=С-)Ar,  
1495 (w) δ 3-subst. Ring vib,  
1452 (w) δ 4-subst. Ring vib,  
1403 (w) δ N-alkyl subst. Ring vib,  
1334 (m) ν(СAr−N), 
1308 (m) ν(СAr−N),  
double 1174,  
1175 (w) ν(СR−Ntret)Pyrazolone,  
1097 (w) δrocking(–CH3)N(Pyrazolone),  

1021 (w) δrocking(C–C),  
999 (s) ν(C−C),  
835 (w) δoutofplane(C−H)Ar,  
641(m) δinplane(C−H)Ar.  

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Производные 1,2-дигидро-1,5-диметил-2-фе-

нил-3-пиразолона образуются по реакции элек-
трофильного замещения в пиразолоновый цикл 
катионов ацилия.  

Установление структуры очищенного продук-
та синтеза проводилось при помощи масс-
спектрометрии и спектроскопии КР. Наблюдае-
мые в масс-спектре пики протонированного мо-
лекулярного иона [M+H]

+
 (m/z = 789,3865) и ад-

дукта с катионом натрия [M+Na]
+
 (m/z = 811,3668) 

совпадают с расчетными данными, полученными 
при помощи пакета программ ChemOffice:  
m/z[M + H]+ = 789,3877; m/z[M + Na]+ = 811,3696 
(рис. 2). Интенсивность пиков [M+1+H]

+
, [M+2+H]

+ 

и т.д. обусловлена вкладом изотопов 
13

C, 
15

N, 
17

O и отвечает расчетным данным: m/z: 789,3877 
(100,0%); 790,3910 (50,8%); 790,3847 (3,0%); 
791,3944 (12,6%). Серия изотопов для 
[M+Na]

+
(m/z): 811,3696 (100,0%); 812,3730 

(50,8%); 813,3763 (12,6%); 814,3667 (3,0%). Это 
подтверждает получение целевого продукта − 
1,1,3,3-тетра-[1,2-дигидро-1,5-диметил-2-фенил-
3-оксопиразол]пропана. 
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Рис. 2. Mасс-спектр комплексов молекулярных ионов [M+H]+, [M+Na]+ 
 

Fig. 2. Mass spectrum of molecular ions complexes [M+H]+, [M+Na]+ 

 
Учитывая, что перекристаллизацию веще-

ства осуществляли из раствора этилового спир-
та, а также принимая во внимание возможность 
образования енольных форм (рис. 3), необходи-
мо было установить форму нахождения веще-
ства в продукте кристаллизации. Методом спек-
троскопии КР было определено, что набор полос 
соответствует рамановским сдвигам характери-
стических групп (бензольного кольца, пиразоло-
нового кольца, алифатической цепи), при этом 
вещество находится исключительно в кето-
форме. Отсутствие на раман-спектре 1,1,3,3-
тетра-[1,2-дигидро-1,5-диметил-2-фенил-3-оксо- 
пиразол]пропана полос неэластичного рассеяния 
фотонов, характерных для катионов иминия(I) в 
области 2700–2330 см

-1
, а также енолятных 

групп (II) в области 1635–1615 см
-1

, свидетель-
ствует о нахождении вещества исключительно в 
кето-форме (рис. 4). 

 

 
 

Рис. 3. Схема кето-енольной таутомерии пиразолонового 
цикла 
 

Fig. 3. Keto-enol tautomerism of the Pyrazolone Cycle 

 

 
 

Рис. 4. Раман-спектр 1,1,3,3-тетра-[1,2-дигидро-1,5-диметил-2-фенил-3-оксопиразол]пропана 
 

Fig. 4. Raman spectrum of 1,1,3,3-tetra-[1,2-dihydro-1,5-dimetil-2-phenyl-3-oxopyrazole]propane 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Таким образом, в ходе исследования успеш-

но проведены синтез нового тетрадентатного 
производного антипирина –1,1,3,3-тетра-[1,2-ди-
гидро-1,5-диметил-2-фенил-3-оксопиразол]бута-
на, его очистка и выделение в устойчивой кри-

сталлической форме с выходом 17,1%. Метода-
ми масс-спектрометрии и спектроскопии комби-
национного рассеяния проведена идентифика-
ция структуры и выявлена форма нахождения 
продукта синтеза.  
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Резюме: Исследования в области теории и практики водных и неводных растворов сильных и 
слабых электролитов по-прежнему остаются актуальными. В зарубежной и отечественной ли-
тературе есть немалое число публикаций по обсуждаемой теме. При этом практически во всех 
работах кислотно-основные взаимодействия рассматриваются в зависимости от изменения 
лишь концентрации ионов водорода, в то время как на ионную силу раствора оказывают влияние 
все присутствующие в системе ионы, концентрация которых переменна в процессе взаимодей-
ствия, в частности, при потенциометрическом титровании сильных и слабых электролитов не 
только в водных, но и в более сложных неводных растворах, значительно отличающихся своими 
базисными свойствами (диэлектрическая проницаемость, ионное произведение, дипольный мо-
мент, вязкость и др.). При исследовании равновесий более приемлема и допустима разработка 
различных модельных представлений, значительно упрощающих и ускоряющих вычисление и оцен-
ку тех или иных свойств рассматриваемых систем. В настоящей работе процессы кислотно-
основного взаимодействия представлены в виде базисных уравнений, основанных на законах дей-
ствующих масс, а также уравнений, выражающих равновесные процессы, ионное произведение 
растворителя, электронейтральность и материальный баланс в электролитных системах. При-
веденные уравнения позволяют учесть влияние концентраций всех заряженных частиц в системе 
(не только ионов водорода – рН) на ионную силу раствора, коэффициенты активности и, как 
следствие, на термодинамическую константу диссоциации, а также выразить зависимости рав-
новесных концентраций всех заряженных частиц от кислотности раствора, определяемой по-
тенциометрическим методом, в удобных и объективных логарифмических координатах, дающих 
возможность оценить концентрации всех частиц в любой момент титрования. 
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Abstract: Fundamental and applied research into aqueous and non-aqueous solutions of strong and weak 
electrolytes remains to be highly relevant, which fact is confirmed by a large number of Russian and foreign 
publications. In almost all such publications, acid-base interactions are considered exclusively with regard to 
changes in hydrogen ion concentrations. However, the ionic strength of solutions is determined by all ions 
present in the system, the concentration of which varies during interactions. This is particularly true for poten-
tiometric titration of strong and weak electrolytes not only in aqueous, but also in more complex non-aqueous 
solutions, which differ significantly in their basic properties (dielectric constant, ionic product, dipole moment, 
viscosity, etc.). In the study of equilibria, it is more feasible to develop model representations that would 
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greatly simplify and facilitate the computation and evaluation of certain properties of the system under con-
sideration. In this work, acid-base interactions are presented in the form of equations based on mass action 
laws and those describing equilibrium processes, solvent ionic product, electroneutrality and material ba-
lance in electrolyte systems. The proposed equations consider the effect of the concentrations of all charged 
particles in the system (not only of hydrogen ions – pH) on the ionic strength of the solution, activity coeffi-
cients and, as a consequence, the thermodynamic dissociation constant. In addition, these equations allow 
the dependence between the equilibrium concentrations of all charged particles and the solution acidity de-
termined by the potentiometric method to be expressed in convenient and objective logarithmic coordinates, 
thus facilitating estimation of the concentration of all particles at any moment of titration. 
 

Keywords: acid-base interactions, hydrogen ion concentration, model representations, logarithmic diagram, 
levelling solvent 
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ВВЕДЕНИЕ 
Вопросам кислотно-основных взаимодей-

ствий посвящено множество статей и моногра-
фий, заслушано большое количество сообщений 
на форумах разного уровня. В большинстве из 
них (например, [1–4]) обсуждались кислотно-
основные равновесия на основе потенциометри-
ческих измерений кислотности или щелочности 
растворов, дающих представление о величинах 
концентрации лишь ионов водорода с последу-
ющим расчетом констант диссоциации [5–9]. 

Между тем для определения термодинами-
ческих констант диссоциации электролитов тре-
буется учет не только концентрации ионов водо-
рода, но и всех заряженных частиц, существенно 
влияющих на ионную силу всей системы и, как 
следствие, на количественную характеристику в 
виде коэффициента активности Кдисс

1
 [10–13]. 

Иногда наблюдалась существенная разница 
между концентрационной (кажущейся) и более 
точной термодинамической константой, более 
приемлемой для теоретических исследований 
кислотно-основной силы растворов электроли-
тов.  

В данной работе изучалось поведение ком-
понентов в нивелирующем растворителе, пред-
ложено применение логарифмических диаграмм 
«рН раствора – величины равновесных концен-
траций компонентов смеси», позволяющих осу-
ществить экспресс-оценку концентраций всех 
частиц в кислотно-основной системе. Целью ис-
следования также являлось определение термо-
динамических констант диссоциации хлороводо-
родной (не соляной) и хлоруксусной кислот с 
учетом влияния концентраций всех частиц, 
участвующих в титруемой системе.  

 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Методы исследования. Методом потенцио-

метрического титрования построена интеграль-
ная кривая смеси хлороводородной и хлоруксус-
ной кислот, соответствующая совместной 
нейтрализации обеих кислот с константами дис-
социации, отличающимися небольшой разницей 
в показателях термодинамических констант дис-
социации рК (∆рК < 3). Построена логарифмиче-
ская диаграмма для оценки равновесных кон-
центраций частиц в любой точке титрования. 

Измерения электродвижущей силы цепи без 
переноса (ЭДС) и потенциометрическое титро-

вание осуществляли при 25,00,2 ºС на рН-
метре-милливольтметре Metrohm-632 (Швейца-
рия). Проверка водородной ошибки стеклянного 
электрода в разбавленных и концентрированных 
растворах сильных и слабых кислот и оснований 
была проведена ранее. 

Графическое и математическое выражения 
логарифмических диаграмм. Рассмотрим при-
мер реакции взаимодействия слабой однооснов-
ной кислоты НА с водой: 

 

НА + НОН  Н3О
+
 + А (1) 

НОН+ НОН  Н3О
+
 + ОН (2) 

НА+ 3НОН  2Н3О
+ 

+ А + ОН (3) 
 

В дальнейшем для простоты рассуждений и 
последующих расчетов ион гидроксония Н3О

+
 

обозначим просто как Н
+
. 

Для расчета равновесных концентраций 
необходимо составить систему из четырех урав-
нений с четырьмя неизвестными:  

1. Уравнение, основанное на применении за-
кона действующих масс к диссоциации слабой 
кислоты (реакция (1)): 

 

(СН
+ 

)(СА
)/СНА = Ка,                      (4) 

 

где Ка – константа кислотности слабой кислоты 
НА; 
 

   

1
Albert A., Sergeant E.P. The determination of Ionization constants: a laboratory manual. 3rd Ed. London-

New York: Chapman and Hall, 1984. 101 p. 
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2. Выражение для ионного произведения во-
ды в соответствии с реакцией (2): 
 

(СН
+ 

)(СОН
) = КW ,                        (5) 

 

где КW – константа автопротолиза (ионизации), 
или ионное произведение воды;  

3. Уравнение, полученное исходя из того, что 
в водных растворах протоны не могут находить-
ся в свободном состоянии и число гидратиро-
ванных протонов, отданное одноосновными кис-
лотами, равно количеству гидратированных про-
тонов, принятых однокислотными основаниями. 
Другими словами, суммарные концентрации всех 
образовавшихся одноосновных кислот и одно-
кислотных оснований этой системы равны между 
собой. Это отражено в правой части реакции (3), 
откуда следует 
 

СН
+
 = СОН

  + СА
;                   (6) 

 

4. Уравнение, основанное на применении за-
кона сохранения масс (материального баланса) к 
кислоте или основанию соответственно: 
 

С0 = СНА + СА
 
,
                                

(7) 
 

где С0 – общая концентрация кислоты (или осно-
вания). Общая концентрация постоянна при по-
стоянном объеме раствора, это условие обычно 
хорошо соответствует практике (например, при 
титровании).  

Обычные интегральные кривые титрования, 
которые могут быть построены при расчетах рН 
в каждый момент титрования, или другие методы 
не дают представления о равновесных концен-
трациях всех частиц, находящихся в титруемом 
растворе [14–20]. Но для оценки кислотно-
основного равновесия (в смесях электролитов) 
необходимо знать именно эти величины. Такую 
возможность дают логарифмические диаграммы 
[21, 22]. Для их построения на оси абсцисс от-
кладывают значения рН, а на оси ординат – зна-
чения десятичных логарифмов концентраций 
всех частиц [23].  

На рис. 1 в качестве примера изображена ло-
гарифмическая диаграмма, построенная для од-
ноосновной бензойной кислоты С6Н5СООН с 

константой диссоциации Ка = 6,4610
-5

 (рК = 4,19) 
и общей концентрацией С = 10

-2 
моль/дм

3 
(в по-

следующем для удобства концентрацию будем 
выражать в более привычных и удобных едини-
цах – моль/л). 

На примере диаграммы, изображенной на 
рис. 1, можно оценить общую концентрацию С0 в 
точке, в которой ветвь кривой НА (начало ряда 
2), параллельная оси рН, пересекает ось орди-
нат так, что в этой точке lgC = lgC0. 

Силу кислоты, характеризующуюся констан-
той диссоциации Ка, определяют по уравнению 
рН = рКа, беря значение рН по параллельной 
ветви НА, начиная с которого (при одном и том 
же масштабе по осям абсцисс и ординат) линия 

кислоты отклоняется под углом 45º вниз напра-
во, а линия основания под таким же углом – вниз 
налево (точка пересечения рядов 2 и 3). В этой 

точке СНА = СА
; lgСНА = lgСА

 
= lgC0 – 0,301 =  

= -2,301. Получаемые при этом кривые асимпто-
тически приближаются к гиперболам. В областях 
рН < рКа и рН > рКа  кривые практически совпа-
дают с гиперболами, если они пересекаются в 
точке с абсциссой рКа и ординатой  

lgC0 – 0,301.При этом рН  рКа.  
 

 
 

Рис 1. Логарифмическая рН-диаграмма бензойной  
кислоты: К = 6,46·10-5 моль/л; рК = 4,19; С = 0,01 моль/л; 
рН относится к раствору эквимолярной смеси бензойной 
кислоты с бензоатом натрия (ось абсцисс – величины рН; 
ось ординат – логарифмы концентраций всех  
равновесных частиц).  
Ряд 1 – lg[H+];  
ряд 2 – концентрации lgСНА;  
ряд 3 – концентрации lgСА

-;  
ряд 4 – концентрации lgСОН

- 

 

Fig. 1. Logarithmic pH diagram of benzoic  
acid: K = 6,46·10-5 mol/l; pK = 4.19; C = 0.01 mol/l; 
pH refers to the solution of equimolar mixture of benzoic acid 
and sodium benzoate (the abscissa axis is the pH value;  
the ordinate axis is the logarithms of the concentrations  
of all equilibrium particles).  
Row 1 – lg[H+];  
row 2 – lgCHA concentrations;  
row 3 – lgCA- concentrations;  
row 4 – lgCOH- concentrations 

 

Равенство рН = рКа можно показать также из 
уравнения для константы равновесия процесса 
диссоциации сильной и слабой кислоты c учетом 
коэффициентов активности по Дэвису: 

 

HA  H
+
 + A; 

 

Ka = [CH+ f1]·[CA
 
f2 ]/[CHA].              (7a) 

 

Когда [CHA] = [CA
], т.е. оттитрована половина 

кислоты, расчеты по Дэвису приводят к равен-
ству коэффициентов активности.  

Вершины углов диаграммы связаны двумя 
диагоналями (линиями 1 и 4), описываемыми 

уравнениями lgCН
+
 = -рН или lgCОН

 
= рН  рКw. 

Они всегда пересекаются в точке нейтральности 
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рН = 7 (независимо от величины С0 и Ка для кис-
лот или С0 и Кb для оснований). 

Логарифмическая диаграмма дает значения 
равновесных концентраций всех компонентов 
кислотно-основной системы в зависимости от рН 
и этим выгодно отличается от представления 
интегральной кривой при кислотно-основном 
титровании. 

Кривые (ряды), приведенные на диаграмме 
lgC – pH (см. рис. 1), построены на основании 
уравнений, в которых концентрации СНА и СА- 
являются функцией рН. Эти зависимости выве-
дены комбинированием уравнений (4)–(7). При 
решении их относительно СНА и затем относи-
тельно СА- получаем следующие уравнения: 
 

СНА = С0СН
+
/(CH

+
+Ka) = C0/(1+Ka/CH

+
) = 

= C0/[1+10
(pH-pKa)

];                        (8) 
 

СA- = C0Ka/(CH
+
+Ka) = C0/(1+CH

+
/Ka) = 

= C0/[1+10
(pKa-pH)

].                       (9) 
 

Логарифмирование уравнения (8) приводит к 
равенству: 
 

lgСHA = lgС0 - lg[1+10
(pH -pKa)

],         (10) 
 

а уравнения (9) – к выражению: 
 

lgСA- = lgС0 - lg[1+10
(pKa-pH)

].         (11) 
 

При графическом изображении этих зависи-
мостей на диаграмме lgC0 – pH получаются 
сильно растянутые изогнутые линии, представ-
ленные на рис. 1. Их можно найти аппроксима-
цией двух областей каждой кривой. Для кривой 
НА (линии кислоты) используют: 

а) область рН < рКа. При этом условии в 
уравнении (10) величина 10

(рН-рКа) 
будет намного 

меньше 1, откуда для левой ветви кривой 
 

lgCНА = lgС0.                      (12) 
 

Это означает, что линия кислоты в области 
рН < рКa параллельна оси рН и отстоит от нее на 
расстоянии lgC0 (левая часть ряда 2); 

б) область рН > рК. В этом случае 

10
(pHpKa) 

>> 1, и поэтому из уравнения (10) сле-
дует 

 

lgCHA = pKa - pH + lgС0.            (13) 
 

Эта функция представлена на диаграмме в 
виде нисходящей под углом 45° кривой (при оди-
наковом масштабе по осям ординат и абсцисс) 
(правая часть ряда 2), пересекающей верхнюю 
кривую (уравнение (10)) при рН = рКa; 

в) точку рН = рКa. Из уравнений (8) и (9) по-
лучаются значащие ординаты (точка пересече-
ния рядов 2 и 3): 

 

lgCHA = lgСA = lgС0  lg2 = lgС0  0,301.    (14) 
 

Аналогично для линии основания использу-
ют: 

а) при рН < рКа из уравнения (11) lgCА
-

 
соответствует 

 

lgCА
- 
= pH  pKа + lgС0                    (15) 

 

Уравнение (15) описывает левую прямоли-
нейную ветвь линии основания, восходящую под 
углом 45º; 
б) область рН > рКa. При этом из уравнения (11) 
получают 
 

lgCA = lgC0.                             (16) 
 

Уравнение (16) описывает ветвь линии осно-
вания, параллельной оси рН (левая часть ряда 
3);  

в) точку рН = рКa. При этом, как было показа-
но выше, 
 

lgCA = lgС0  0,301.                   (17) 
 

Связь между диаграммами lgC-pH и кривыми 
титрования значительно упрощает построение и 
анализ кривой титрования.  

На рис. 2 показана интегральная кривая тит-
рования водного раствора смеси 0,05 М хлоро-
водородной (HA1) и хлоруксусной (HA2) кислот 
водным раствором КОН. Как видно, смесь титру-
ется с одним скачком, соответствующим одно-
временной нейтрализации обеих кислот. В дан-
ном примере вода – нивелирующий раствори-
тель по отношению к рассматриваемой смеси. 

 

 
 

Рис. 2. Интегральная кривая титрования в воде смеси 
НА1 и НА2 кислот водным раствором гидроксида калия  
(ось абсцисс – V мл КОН; ось ординат – рН раствора) 
 

Fig. 2. Integral curve of titration in water of a mixture  
of НA1 and НA2 acids with an aqueous solution of potassium 
hydroxide (abscissa axis – KOH volume, ml; ordinate axis – 
pH of the solution) 
 

На рис. 3 представлена логарифмическая 
диаграмм на основании расчетных уравнений 
(10)–(17) для разных участков нейтрализации 
HA1 и HA2. Так, ряд 1 характеризует ход измене-
ния равновесной концентрации первого компо-
нента НА1 по уравнениям (12)–(14), ряд 2 соот-
ветствует изменению равновесной концентрации 
сопряженного кислоте основания A1

- 
согласно 

равенствам (15)–(17). Аналогично, ряду 3 соот-
ветствует изменение равновесной концентрации  
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Рис. 3. Логарифмическая рН-диаграмма смеси  
0,05 M HA1 и 0,05 M HA2. К(HA1) = 10-1  моль/л;  
K(HA2) = 10-3 моль/л (ось абсцисс – величины рН;  
ось ординат – логарифмы концентраций всех  
равновесных частиц).  
Ряд 1 – lg[HА1]; ряд 2 – lgС(А1

-);  
ряд 3 – lg C(НА2); ряд 4 – lgС(А2

-) 
 

Fig. 3. Logarithmic pH diagram of a mixture  
of 0,05 M HA1 and 0,05 M HA2. K(HA1) = 10–1 mol/l;  
K(HA2) = 10–3 mol/l (the abscissa axis is the pH value;  
the ordinate axis is the logarithms of the concentrations  
of all equilibrium particles).  
Row 1 – lg[НA1]; row 2 – lgC(A1-);  
row 3 – lg C(HA2); row 4 – lg C( A2-) 

 
второго компонента HA2, а ряд 4 – изменению 
равновесной концентрации A2

-
 (сопряженного 

хлоруксусной кислоте основания ClCH2COO
-
). 

При сравнении рис. 2 и 3 можно констатиро-
вать, что в отличие от интегральной кривой лога-
рифмическая диаграмма намного информативнее, 
так как имеется возможность оценить равновесные 
концентрации всех частиц, находящихся в рас-
сматриваемой системе. Диагонали для расчета 
равновесных концентраций ионов Н

+
 и ОН

-
 на гра-

фике отсутствуют (они имеются на рис. 1). 
В таблице приведены данные потенциометри-

ческого титрования смеси HCl и ClCH2COOH с кон-
центрациями по 0,05 М водным раствором КОН (в 
области нейтрализации кислот от 25 до 75%), рав-
новесные концентрации всех частиц системы, ион-
ная сила и коэффициенты активности кислот для 
оценок термодинамических констант диссоциации 
компонентов смеси с применением расчетных 
уравнений (10)–(17) для разных участков нейтра-
лизации HA1 и HA2. 

Статистическая обработка величин показате-
лей термодинамических констант диссоциации 
(столбцы 10 и 11) для 28 точек приводит к следу-
ющим результатам: рKНА1 = 1,443 и рKНА2 = 3,344. 

 
Некоторые данные потенциометрического титрования смеси НА1 и НА2 водным раствором гидроксида калия 
(столбцы 1, 2), параметры для построения логарифмической диаграммы и расчетов рК1, рК2 (столбцы 3–11) 
Data of potentiometric titration of НА1 и НА2 mixture with an aqueous solution of potassium hydroxide (columns 1 and 2), 
parameters for logarithmic chart and calculations of рК1, рК2 (columns 3–11) 
 

V, мл 
NaOH 

pH [H+] lg[HA1] lg[A1
-] lg[HA2] lg[A2

-] I lg f рKНА1 рКНА2 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

0,01 0,55 0,2818 -1,301 -1,871 -1,301 -3,771 0,08254 -0,1198 1,377 3,276 
0,02 0,61 0,2454 -1,301 -1,811 -1,301 -3,711 0,08845 -0,1234 1,377 3,276 
0,03 0,67 0,2137 -1,301 -1,751 -1,301 -3,651 0,09477 -0,1271 1,377 3,276 
0,05 0,69 0,2041 -1,301 -1,731 -1,301 -3,631 0,09698 -0,1284 1,377 3,276 
0,1 0,71 0,1949 -1,301 -1,711 -1,301 -3,611 0,09924 -0,1297 1,379 3,279 
0,2 0,74 0,1819 -1,301 -1,681 -1,301 -3,581 0,10273 -0,1316 1,383 3,283 
0,4 0,79 0,1621 -1,301 -1,631 -1,301 -3,531 0,10881 -0,1349 1,389 3,289 
0,6 0,81 0,1548 -1,301 -1,611 -1,301 -3,511 0,11135 -0,1362 1,392 3,292 
0,8 0,92 0,1202 -1,301 -1,501 -1,301 -3,401 0,12638 -0,1437 1,406 3,307 
1 1,05 0,08912 -1,301 -1,371 -1,301 -3,271 0,14679 -0,1531 1,426 3,326 

1,2 1,18 0,06606 -1,361 -1,301 -1,301 -3,141 0,15925 -0,1585 1,437 3,337 
1,4 1,32 0,04786 -1,501 -1,301 -1,301 -3,001 0,15968 -0,1587 1,441 3,337 
1,6 1,51 0,03090 -1,691 -1,301 -1,301 -2,811 0,16054 -0,1590 1,438 3,338 
1,8 1,74 0,01819 -1,921 -1,301 -1,301 -2,581 0,16221 -0,1597 1,439 3,339 
2 1,95 0,01122 -2,131 -1,301 -1,301 -2,371 0,16471 -0,1608 1,441 3,342 

2,2 2,14 0,00724 -2,321 -1,301 -1,301 -2,181 0,16821 -0,1622 1,444 3,344 
2,4 2,35 0,00446 -2,531 -1,301 -1,301 -1,971 0,17420 -0,1646 1,449 3,349 
2,6 2,45 0,00354 -2,631 -1,301 -1,301 -1,871 0,17813 -0,1662 1,452 3,352 
2,8 2,69 0,00204 -2,871 -1,301 -1,301 -1,631 0,19156 -0,1713 1,462 3,362 
3 2,79 0,00162 -2,971 -1,301 -1,301 -1,531 0,19930 -0,1742 1,468 3,368 

3,2 2,95 0,00110 -3,131 -1,301 -1,301 -1,371 0,21513 -0,1799 1,479 3,379 
3,4 3,09 0,00081 -3,271 -1,301 -1,371 -1,301 0,22361 -0,1828 1,485 3,386 
3,6 3,24 0,00057 -3,421 -1,301 -1,521 -1,301 0,22361 -0,1828 1,485 3,386 
3,8 3,36 0,00043 -3,541 -1,301 -1,641 -1,301 0,22361 -0,1828 1,485 3,386 
4 3,78 0,00016 -3,961 -1,301 -2,061 -1,301 0,22361 -0,1828 1,485 3,386 

4,2 4,52 3,02E-05 -4,701 -1,301 -2,801 -1,301 0,22361 -0,1828 1,485 3,386 
4,4 7,1 7,943E-08 -7,281 -1,301 -5,381 -1,301 0,22361 -0,1828 1,485 3,386 
4,6 9,5 3,162E-10 -9,681 -1,301 -7,781 -1,301 0,22361 -0,1828 1,485 3,386 
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Как видно из таблицы, равновесные концен-
трации (столбцы 4–7) значимы и поэтому влияют 
на величины ионной силы I (столбец 8), коэффи-
циенты активности f ионов (столбец 9) и, как след-
ствие, на показатели термодинамических констант 
диссоциации кислот НА1 и НА2 (столбцы 10 и 11). 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Как видно из рис. 2, кривая потенциометриче-

ского титрования смеси кислот разной силы ха-
рактеризуется наличием одного скачка рН. Вто-
рой скачок отсутствует, так как кислоты характе-
ризуются довольно близкими константами кис-
лотности (рКНА1 = 1,00 и рКНА2 = 3,00 [13]). Извест-
но [5, 10], что дифференциация электролитов 
возможна при отношении показателей констант 
диссоциации КНА1 / КНА2 ≥ 10

3
. Поэтому вода в дан-

ном случае является нивелирующим растворите-
лем. Более объективные расчеты с учетом всех 
равновесных частиц в анализируемой системе 
несколько отличаются от известных в литературе 
(ср. pKHCl = 1,00 и 1,443; pKClCH2COOH = 3,00 и 3,344). 
Вот почему предпочтительно учитывать равно-
весные концентрации всех частиц в анализируе-
мых растворах для получения термодинамиче-
ских констант диссоциации компонентов анализи-
руемой системы. 

 

ВЫВОДЫ 
1. Рассмотрены взаимодействия смеси элек-

тролитов в нивелирующем растворителе (вода) 
на основе законов: действующих масс, ионного 
произведения растворителя, электронейтраль-
ности, сохранения масс (материального балан-
са). Выведены модельные уравнения для оценки 
всех равновесных частиц в рассматриваемой 

системе. 
2. Применение выведенных модельных урав-

нений состояния ионов и молекул в растворах 
электролитов приводит к представлению диа-
граммной зависимости концентраций всех рав-
новесных частиц от рН титруемого раствора в 
области от 25 до 75% нейтрализации смеси кис-
лот сильным основанием (в буферных областях). 

3. В отличие от интегральной кривой, соот-
ветствующей совместной нейтрализации обеих 
кислот, представление процесса в логарифми-
ческих координатах приводит к оценке более 
приемлемых и объективных величин равновес-
ных концентраций всех частиц в титруемой си-
стеме, значительно облегчающих расчеты ион-
ных сил, коэффициентов активности, и, как ре-
зультат, к получению более точных, более обос-
нованных термодинамических констант диссоци-
ации хлороводородной (не соляной) и хлорук-
сусной кислот в нивелирующем растворителе – 
вода.   

4. Нейтрализация смеси компонентов, сопро-
вождающаяся наличием одного совместного 
скачка на интегральной кривой (см. рис. 2), а 
также диаграмма «отрицательные логарифмы 
концентраций всех частиц – рН изучаемого рас-
твора» (см. рис. 3) свидетельствуют, что разница 
в показателях термодинамических констант дис-
социации обоих компонентов хлороводородной 
(на пересечении рядов 1 и 2) и хлоруксусной 
(пересечение рядов 3 и 4) кислот не достигает 3 
(пример: ∆рК = рКClCH2COOH – рКНCl = 3,344 –  
– 1,443 = 2,901). Это есть признаки нивелирую-
щего действия растворителя в отношении хло-
роводородной и хлоруксусной кислот. 
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Резюме: В условиях защищенного грунта овощи подвергаются воздействию различных вредите-
лей и возбудителей вирусных, бактериальных или грибковых болезней. Выращивание овощей в за-
крытом грунте требует исключения всех химических средств обработки и контроля над возбу-
дителями болезней и вредителями. В связи с этим применение более чувствительных методов в 
диагностике патогенов является актуальным и востребованным. Неоценимую роль при этом иг-
рают молекулярные маркеры. В настоящей работе для идентификации наиболее распространен-
ных заболеваний томата (Xanthomonas euvesicatoria), огурца (Ascochyta cucumis) и картофеля 
(Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus) использована полимеразная цепная реакция. Установ-
лено, что ранняя диагностика заболеваний овощных культур методами, основанными на полиме-
разной цепной реакции, позволяет обнаруживать следовые количества патогенных микроорга-
низмов в максимально сжатые сроки и отбирать для борьбы с ними эффективные препараты, 
обладающие фунгицидным действием. Создание биологических средств защиты овощных культур 
особенно актуально в связи с их значимостью в питании как источников витаминов и минераль-
ных веществ. Нами были испытаны новые биологические средства защиты овощных культур в 
условиях закрытого грунта. В ходе исследований фунгицидное действие на возбудителя болезней 
томатов – черную бактериальную пятнистость (Xanthomonas euvesicatoria), и возбудителя аско-
хитоза огурца (Ascochyta cucumis) проявил запатентованный нами препарат для предпосевной 
обработки семян овощных культур в условиях защищенного грунта. Также фунгицидное действие 
на развитие Phytophthor на картофеле проявил препарат, запатентованный как средство предпо-
севной обработки семян гороха. Отмечено, что действие этих препаратов эффективно при за-
мачивании семян и двойной обработке растений в период цветения растворами с концентрацией  
10

-4
%. 
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Abstract: In protected ground, vegetables are exposed to various pests and pathogens of viral, bacterial or 
fungal diseases. Growing vegetables indoors requires the elimination of all chemical treatments and control 
over pathogens and pests. In this regard, the application of sensitive methods based on molecular markers 
in the diagnostics of pathogens is highly relevant. In this work, polymerase chain reaction was used to identi-
fy the most common diseases of tomato (Xanthomonas euvesicatoria), cucumber (Ascochyta cucumis) and 
potato (Clavibacter michiganensis subsp. Sepedonicus) plants. It was established that early diagnosis of 
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vegetable diseases using polymerase chain reaction allows rapid detection of trace amounts of pathogenic 
microorganisms thus facilitating selection of effective fungicidal preparations. The creation of biological pro-
tection for vegetable crops is relevant considering their nutritional importance. New biological methods for 
protecting vegetables in greenhouses were tested. Thus, the fungicidal effect of the authors’ patented prepa-
ration developed for pre-sowing treatment of vegetable seeds in protected ground on the pathogens of toma-
to black bacterial spot (Xanthomonas euvesicatoria) and cucumber stem hypertrophy  
(Ascochyta cucumis) was confirmed. Another preparation patented as a means of pre-sowing treatment of 
pea seeds demonstrated fungicidal action against the development of Phytophthora infectants on potato 
plants. It was observed that these preparations are effective at concentrations of 10

-4
% for soaking seeds 

and double treatment of plants during the flowering period. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Овощи занимают важнейшее место в рационе 

питания человека, так как являются источником 
витаминов, углеводов, органических кислот, мик-
роэлементов, необходимых для полноценной 
жизнедеятельности человека. Так, для удовле-
творения спроса в овощах жителей нашей страны 
необходимо производить 20477,8 тыс. т в год. 
Однако в рационе жителей России доля овощей 
ниже, чем большинства развитых стран. В сред-
нем обеспеченность населения нашей страны 
овощами составляет 41,5%, что в 4 раза ниже 
нормы. Например, объема производимого в 
стране картофеля (28–32 млн т в год) явно недо-
статочно. Импортные овощи, выращенные в за-
крытом грунте, в структуре потребления жителей 
страны занимают 70%, ежегодно недостаток ком-
пенсируется импортом из таких стран, как Турция, 
Израиль, Нидерланды и Китай [1]. 

Объявленные России санкции стали толчком 
для развития собственного сельского хозяйства 
[2]. Повышаются объемы производства, сокра-
щается импорт продовольствия, открываются 
новые предприятия, растет привлекательность 
многих отраслей, в том числе растениеводство в 
защищенном грунте. По данным Союза произво-
дителей овощей, прирост тепличных площадей в 
2018 г. составил 154 га.  

Вместе с тем в условиях защищенного грунта 
овощи подвергаются воздействию различных 
вредителей и возбудителей вирусных, бактери-
альных и грибковых болезней. Болезней теплич-
ных культур существует множество: это корне-
вые и стеблевые гнили, ржавчины, мучнистые 
росы ложные и настоящие, различного рода пят-
нистости, увядания, токсикозы, вирозы, фито-
плазмозы. Каждую из болезней перечисленных 
групп могут вызывать генетически различные 
формы патогенов, и для воздействия практиче-
ски на каждую из них нужен отдельный эффек-
тивный препарат строго определенной химиче-

ской природы, способный подавлять развитие 
возбудителей заболеваний, оказывать лечебное 
влияние на растения [3].  

По данным ООН и других международных ор-
ганизаций, ежегодные потери урожая овощей 
всех сельскохозяйственных культур от болезней 
и вредителей составляют около 35% валовых 
сборов урожая. Инфекции сельскохозяйственных 
культур также влияют на доходность продукции 
за счет снижения качества [4, 5].  

Существует ряд методов по выявлению воз-
будителей болезней. В полевых условиях пред-
варительный диагноз болезней, вызываемых 
фитопатогенными грибами, ставят по проявле-
нию симптомов заболевания, а точную иденти-
фикацию возбудителя проводят в лаборатории 
главным образом по морфологии спор и другим 
морфолого-культуральным признакам патогена с 
применением методов микроскопии и культиви-
рования на питательных средах. Однако морфо-
логические характеристики спор у близкород-
ственных видов микромицетов могут совпадать, 
а внутри одного вида значительно варьировать. 
Кроме того, симптомы болезни могут проявлять-
ся нетипично или заболевание может проходить 
в скрытой форме [6, 7].  

В связи с этим применение более чувстви-
тельных методов является актуальным и вос-
требованным в диагностике фитопатогенов. Не-
оценимую роль при этом играют молекулярные 
маркеры. С их помощью составлены подробные 
молекулярные карты генома человека и десятков 
видов растений и животных, на которые нанесе-
ны важнейшие гены, определяющие рост и раз-
витие организмов, морфологические признаки, 
устойчивость к заболеваниям и другие свойства. 
Использование молекулярных маркеров позво-
ляет значительно ускорять процесс селекции [7]. 
В настоящее время насчитывается несколько 
десятков типов молекулярных маркеров. Наибо-
лее широко используемые ДНК-маркеры моно-

https://doi.org/10.21285/2227-2925-2020-10-3-401-411
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локусные: CAPS, SCAR, SNP; мультилокусные: 
SSAP, IRAP, DArT. Их разделяют на три группы 
согласно основному методу анализа: маркеры, 
исследуемые с помощью блот-гибридизации, 
ПЦР и ДНК-чипов [8]. С помощью молекулярных 
маркеров можно: ускорять процесс селекции; 
сокращать площади, занятые селекционным ма-
териалом; достигать более высокой точности 
отбора; добиваться экономии трудовых и мате-
риальных ресурсов. 

Системы молекулярного маркирования хо-
зяйственно ценных признаков разрабатываются 
с 90-х гг. прошлого века и применяются в овоще-
водстве на томатах, перце, баклажанах, луке и 
других культурах. 

Ранняя диагностика заболеваний, например, 
методами, основанными на полимеразной цеп-
ной реакции (ПЦР), позволяет обнаруживать 
следовые количества патогенных микроорганиз-
мов в максимально сжатые сроки [9], выбрать и 
своевременно применить меры защиты, что 
снижает экономические риски сельского хозяй-
ства, связанные с заболеваниями растений. 
Данные методы превосходят традиционные по 
специфичности, чувствительности, быстроте 
проведения анализа, производительности и слу-
жат их существенным дополнением. Кроме того, 
их применение не требует глубоких знаний био-
логии и морфологии исследуемых микромице-
тов. Однако, несмотря на широкое применение в 
качестве инструмента исследования, использо-
вание технологий на основе ПЦР в сельском хо-
зяйстве на практике по-прежнему ограничено 
[10].   

В нашей стране наиболее востребованными 
овощами является картофель, а основными 
культурами защищенного грунта – огурец и то-
мат, поэтому требуется тщательное изучение 
причин возникновения наиболее распространен-
ных заболеваний и разработки методов борьбы с 
ними.  

Среди заболеваний огурца отмечены бакте-
риальная прикорневая гниль (бактерии Erwinia 
carotovora, Pseudomonas syringae), аскохитоз 
(гриб Ascochyta cucumeris), мучнистая роса (Гриб 
Erysiphe cichoracearum), вирусные заболевания 
(ВОМ, ВЗКМО).  

Томаты наиболее часто поражаются фузари-
озами (виды грибов Fusarium), серой гнилью 
(гриб Botrytis cinerea), мучнистой росой и фи-
тофторозом. Мозаика томатов вызывается виру-
сом табачной мозаики – Nicotiana virus (Virothrix 
ivanovskii, Tobacco virus 1). Стрик вызывается 
одним вирусом либо комплексом двух, а иногда 
трех вирусов: табачной мозаики, реже – огуреч-
ной мозаики или чаще в сочетании с Х-вирусом 
картофеля [11].   

Среди болезней картофеля особенно рас-
пространенными являются: фитофтороз (Phyto-
phthora infestans), ризоктониоз (Rhizoctonia sola-

ni), черная ножка (бактерии Pectobacterium), пар-
ша обыкновенная (Streptomyces scabies): макро-
спориоз (Маcrosporium solani Ell. Et Mart.), коль-
цевая гниль (Clavibacter michiganensis subsp. 
sepedonicus), а также вирусные болезни, вызы-
ваемые вирусами «M и L вирусы картофеля – 
РВ», «S и A вирусы картофеля – РВ», «X и Y ви-
русы картофеля – РВ» [12].   

В связи с ограничением применения химиче-
ских препаратов на овощных культурах в период 
вегетации основное внимание в борьбе с вреди-
телями уделяют качественному и своевремен-
ному проведению профилактических мероприя-
тий, а также методам биологической борьбы и 
внедрению устойчивых сортов [13]. 

Сегодня в сельском хозяйстве развитых 
стран наблюдается тенденция к переходу на ор-
ганические технологии земледелия и растение-
водства, подразумевающие выращивание сель-
скохозяйственных культур без применения агро-
химикатов. Однако по применению биологиче-
ских средств защиты растений и биоудобрений 
Россия отстает от развитых стран мира в 30 раз. 
Эта ситуация существенно ограничивает конку-
рентоспособность российского агросектора и 
снижает экспортный потенциал российской сель-
хозпродукции. 

Создание биологических средств защиты 
овощных культур особенно актуально ввиду их 
значимости в питании как источников витаминов 
и минеральных веществ. Выращивание овощей 
в закрытом грунте требует исключения всех хи-
мических средств обработки и контроля над воз-
будителями болезней и вредителями. Однако 
пока против главных болезней огурца и томата 
разрешенных эффективных средств защиты 
практически нет [14]. 

Рынок биопестицидов в России оценивается в 
5 раз ниже, чем в Европейском Союзе (около 60 
млн долл.) и в 10 раз – чем в США (около 120 млн 
долл.). На сегодняшний день объем применения 
биологических средств защиты растений в России 
составляет всего 1–2% [11]. 

Из наиболее распространенных заболеваний 
картофеля одним из самых опасных считается 
кольцевая гниль, вызываемая бактерией Clavi-
bacter michiganensis subsp. sepedonicus. Болезнь 
распространена в странах Северной Европы и 
Канады. Можно ожидать, что в связи с глобаль-
ным потеплением ареал распространения этого 
карантинного объекта будет расширяться [15]. 
Заболеванию способствуют повышенная темпе-
ратура воздуха и высокая влажность почвы. 
Кольцевая гниль крайне вредоносна. Сильно 
пораженные клубни обычно сгнивают, не давая 
всходов, слабо пораженные растения в резуль-
тате их общего угнетения образуют значительно 
меньше клубней. Потери урожая от кольцевой 
гнили в отдельные годы могут достигать 45%. 
Болезнь проявляется в стеблевой и клубневой 
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формах. Меры борьбы включают оптимальную 
агротехнику, соблюдение севооборота, подбор 
относительно устойчивых сортов, тщательное 
уничтожение растительных остатков, обработку 
семян пестицидами перед посевной, обработку 
растений пестицидами в течение вегетационного 
периода. 

Аскохитоз (Ascochyta cucumis) развивается у 
растений огурца, выращиваемого в тепличных 
условиях. Поражаются листья, стебли, реже 
плоды. На листьях – крупные желтовато-бурые 
пятна, которые сильно разрастаются, светлеют, 
подсыхают. Пораженная ткань имеет разрывы и 
может покрываться черными точечными пикни-
дами. Сильно пораженные листья засыхают. Ас-
кохитоз сильнее проявляется в период массово-
го плодоношения. Благоприятствуют развитию 
болезни высокая влажность и ослабленное со-
стояние растений (недостаток питания, резкие 
колебания температуры, плохая агротехника и 
обильное плодоношение) [16]. 

При поражении черной бактериальной пятни-
стостью (Xanthomonas euvesicatoria) растения 
томата хуже развиваются и приобретают угне-
тенный вид. Заболевание может проявляться на 
растении в течение всей его жизни в виде мел-
ких водянистых точечных пятен на семядолях, 
листьях, черешках, стеблях и плодах. Со време-
нем пятна чернеют, листья желтеют, сеянцы мо-
гут погибнуть. 

Целью данной работы являлось испытание 
влияния вновь созданных биологических средств 
защиты овощных культур от некоторых возбуди-
телей заболеваний томата (Xanthomonas 
euvesicatoria), огурца (Ascochyta cucumis) и кар-
тофеля (Clavibacter michiganensis subsp. 
sepedonicus). 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ  
Для исследования были взяты огурец сорта 

Герман F1, томат сорта Санька, картофель сорта 
Голубизна. На томатах и огурце испытывался 
новый биологический препарат, защищенный 
патентом РФ № 2626174 [17], индуцирующий бо-
лезнеустойчивость растений овощных культур за 
счет компонентов сигнальной системы устойчи-
вости на основе метаболитов гриба Trichoderma 
(далее – препарат 1), а на картофеле – препа-
рат, защищенный патентом РФ № 2463759 [18], 
усиливающий иммунитет растений на основе 
биофлавоноидов гречихи (далее – препарат 2). 
Идентификацию возбудителей болезней (коль-
цевой гнили картофеля (Clavibacter michiganensis 
subsp. sepedonicus), черной бактериальной пят-
нистости томатов (Xanthomonas euvesicatoria), 
аскохитозы огурца (Ascochyta cucumis; Phoma 
cucurbitacearum; Didymella bryoniae)) проводили 
методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) в 
прописи «Биоком». 

Перед посевом на 2 ч замачивали: семена 

томатов и огурцов – в растворе препарата 1, 
картофель, предназначенный для посадки, – в 
растворе препарата 2. Растворы препаратов 1 и 
2 имели концентрацию 10

-4
%. В период цветения 

растений проводили их двукратное опрыскива-
ние этими же растворами. Также дважды опрыс-
кивали растения, посеянные без предваритель-
ного замачивания семян в растворах применяе-
мых препаратов. Контролем служили ничем не 
обработанные растения и растения, обработан-
ные промышленным препаратом Фитоспорин М 
(препарат микробиологического происхождения, 
созданный на основе живых бактерий Bacilus 
Subtilis (клетки сенной палочки, штамм 26D), 
имеющий широкий спектр действия).  

Для выделения ДНК из объектов использо-
вали комплект реагентов «Проба-ГС» (ООО «Аг-
роДиагностика» (Москва, Россия), предназна-
ченный для работы с культурами бактерий, смы-
вами с твердых питательных сред, цистами, а 
также материалом, в котором присутствует зна-
чительное количество ингибирующих примесей. 

Метод применения комплекта «Проба-ГС» 
основан на использовании лизиса клеток сильно-
го хаотропного агента – гуанидина тиоционата 
(GuSCN), и последующей сорбции ДНК на носи-
теле (стеклянные бусы, диатомовая земля, стек-
лянное «молоко» и т.д.).  

Протокол проведения анализа. При выделе-
нии ДНК из мицелия гриба или растительной тка-
ни достаточно в 50 мкл лизирующего буфера 
набора «Проба-ГС» гомогенизировать 25–50 мг 
ткани исследуемого растения. Для выявления и 
диагностики бактериальных и грибковых заболе-
ваний овощных культур были использованы:  

1) комплект реагентов производства ООО 
«АгроДиагностика» для ПЦР-амплификации ДНК 
Clavibacter michiganensis subsp. sedonicus – коль-
цевой гнили картофеля. Для проведения ампли-
фикации ДНК возбудителя использовали прайме-
ры с нуклеотидной последовательностью PSA-F 
(5′-ctc ctt gtg ggg tgg gaa aa-3′) и PSA-R (5′-tac tga 
gat gtt tca ctt ccc c-3′); 

2) комплект реагентов производства ООО 
«АгроДиагностика» для ПЦР-амплификации ДНК 
Xanthomonas euvesicatoria – черной бактериаль-
ной пятнистости томата. Для идентификации воз-
будителя использовали праймеры SSU-642-F (5`-
gtcrtccydccttcctc-3`) и SSU-1445-R (5`haathygtgcca-
gcagc-3`); 

3) комплект реагентов производства ООО 
«АгроДиагностика» для ПЦР-амплификации ДНК 
грибов Ascochita, Didymella, Phoma. Для проведе-
ния амплификации ДНК возбудителя аскохитоза 
огурца использовали праймеры с нуклеотидной 
последовательностью didy70 – (5' ctttgcctgcca-
tctcttaccc – 3') и didy300 – (5' gcgttcaaagattcgat-
gattca- 3'). 

Результаты анализировали методом гори-
зонтального гель-электрофореза.  
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Для анализа с растений брали пробы в раз-
личные фазы: цветения, плодоношения и техни-
ческой спелости. 

Идентификация возбудителей болезней про-
водилась на разных стадиях развития растений: 
на листьях в фазу цветения и плодоношения, на 
клубнях картофеля, плодах томатов и огурца – в 
фазу технической спелости.  

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ  
В ходе изучения влияния новых биопестици-

дов на возбудителей болезней овощных культур 
на клубнях картофеля в контрольном варианте 
были выявлены признаки заболевания фи-
тофторозом. Клубни, обработанные Фитоспори-
ном М и препаратом 2, были свободны от 
Phytophthora (рис. 1). 

Наименьшая распространенность болезни и 
ее развитие отмечались на варианте с примене-
нием биологического пестицида Нигор. При об-
работке Фитоспорином М распространенность и 
развитие болезни были выше, что составляло 
7,6–4,3% по сравнению с контролем. 

По результатам ПЦР на наличие возбудите-
ля кольцевой гнили картофеля в разные фазы 
развития растения с детекцией в формате элек-
трофореза показано, что полученные фрагменты 
ДНК размером 502 п.о. в контрольном образце 
принадлежат бактерии Clavibacter michiganensis 
subsp. sepedonicus, которая является анамор-
фой возбудителя кольцевой гнили. В исследуе-
мых образцах наличие возбудителей не детек-
тируется (рис. 2). 

На листьях огурцов во время цветения визу-
ально развитие аскохитоза не отмечалось, пер-
вые признаки заболевания были выявлены в 
фазе начала плодоношения (рис. 3).  

В фазу плодоношения на листьях контроль-
ных вариантов отмечалось повсеместное разви-
тие аскохитоза (рис. 3, 1), в вариантах с приме-
нением Фитоспорина М (рис. 3, 2) и препарата 1 
явных признаков заболевания не отмечено. 

На рис. 4 представлены результаты ПЦР на 
аскохитоз огурца в различных фазах развития  с 
детекцией в формате электрофореза. Показано, 
что полученные фрагменты ДНК размером 
300 п.о. в контрольном образце принадлежат 
грибам Didymella bryoniae и Phoma sp., которые 
являются анаморфой возбудителя аскохитоза. В 
исследуемых образцах детектируется наличие 
возбудителей аскохитоза в фазах цветения и 
плодоношения в вариантах без обработки. 

Методом ДНК-технологии установлено, что за-
болевание проявилось на листьях контрольного 
варианта уже в стадии цветения (рис. 4.1), а также 
в фазе плодоношения (рис. 4, 5), но в плодах тех-
нической спелости маркер не выявлен (рис. 4, 9). В 
вариантах с обработкой Фитоспорином М и биоло-
гическим препаратом признаки поражения аскохи-
тозом не обнаружены (рис. 4, 2–4; 6–12). 

Результаты исследования показали, что об-
работка биологическим пестицидом снижает 
развитие бурой гнили на томате Санька (рис. 5). 
В фазу цветения заболевание не было отмечено 
ни на одном варианте. Заболевание начало раз-
виваться в период плодоношения и было отме-
чено в контрольном варианте и в варианте с об-
работкой биологическим пестицидом при опрыс-
кивании. Во время технической спелости тома-
тов максимальное развитие заболевания было 
отмечено в контрольном варианте – 10,2%, ми-
нимальное развитие заболевания – в варианте с 
применением биологического пестицида – 2,1%. 
Обработка биопрепаратом Фитоспорин М также 
показала хорошее действие, развитие заболева-
ния составило 2,9%. 

По результатам проведения ПЦР на выявле-
ние черной бактериальной пятнистости в раз-
личных фазах развития томата с детекцией в 
формате электрофореза в контрольном образце 
выявлены фрагменты ДНК размером 614 п.о., 
принадлежащие грибам Xanthomonas euvesicato-
ria, которые являются возбудителем названного 
заболевания. В исследуемых образцах детекти-
руется наличие возбудителей в фазах цветения 
и плодоношения в образцах без обработки. 

Молекулярный метод диагностики выявил 
скрытую инфекцию уже на стадии цветения в 
контрольном варианте (рис. 6: 1, 5). Ни в вариан-
те с Фитоспорином М (рис. 6: 2, 6, 10), ни в вари-
анте с обработкой биологическим препаратом 
(рис. 6: 4, 7, 8, 11, 12) маркер возбудителя бак-
териальной пятнистости не обнаружен. Следует 
отметить, что в контрольном варианте в стадии 
технической спелости плода возбудитель также 
не выявлен. 

В результате проведенных исследований та-
ких овощных культур, как томаты, огурцы и кар-
тофель в разные фазы развития растений бак-
териальные или грибковые заболевания были 
выявлены только в контрольных образцах, не 
подвергавшихся обработке препаратами. 

Таким образом, можно сделать заключение, 
что фитопатогенная инфекция на овощных куль-
турах, в частности, на картофеле, проявляется в 
основном в стадии цветения, что связано, оче-
видно, с пиком максимального заражения вирус-
ной инфекцией, источником которой являются 
многие агрономические факторы (сорняки, мик-
роранения и др.).  

Фитопатогенная инфекция размножается в 
образцах, не обработанных биологическими 
препаратами, в составе которых содержатся 
биологически активные соединения микробного 
и растительного происхождения.  

В дальнейших исследованиях проводили 
подбор растительного и микробного компонента 
для довизуальной диагностики наличия вирус-
ной, бактериальной или грибковой инфекции в 
овощах, а также компонента, снижающего фито-
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патогенную нагрузку, в питательных средах для 
микроклонального размножения растений, в 

частности, картофеля.  

 
 

 
 

Рис. 1. Влияние биологических препаратов на развитие фитофтороза у клубней картофеля сорта Голубизна: 
1 – контроль; 2 – Фитоспорин М; 3 – препарат 2 (обработка семян + опрыскивание); 4 – препарат 2 (опрыскивание) 

 

Fig. 1. Influence of a biological drug on the development of Phytophthora in potato tuber: 
1 – control; 2 – Fitosporin M; 3 – Preparation 2 (seed treatment + spraying); 4 – Preparation 2 (spraying) 

 
 

 
 

Рис. 2. Электрофореграмма продуктов амплификации на наличие возбудителя болезни 
в растениях картофеля сорта Голубизна на различных стадиях развития: 

1 – фаза цветения, контроль без обработки;  
2 – фаза цветения, контроль обработан биопрепаратом Фитоспорин М;  

3 – фаза цветения, обработан биологическим пестицидом (обработка семян и двукратное опрыскивание);  
4 – фаза цветения, обработан биологическим пестицидом (двукратное опрыскивание);  

5 – фаза плодоношения, контроль без обработки;  
6 – фаза плодоношения, контроль обработан биопрепаратом Фитоспорин М;  

7 – фаза плодоношения, обработан биологическим пестицидом (обработка семян и двукратное опрыскивание);  
8 – фаза плодоношения, обработан биологическим пестицидом (двукратное опрыскивание);  

9 – плоды, техническая спелость, контроль без обработки;  
10 – плоды, техническая спелость, контроль обработан биопрепаратом Фитоспорин М;  

11 – лоды, техническая спелость, обработан биологическим пестицидом (обработка семян и двукратное опрыскивание); 
12 – плоды, техническая спелость, обработан биологическим пестицидом (двукратное опрыскивание);  

К+ – контроль с присутствием возбудителя 
 

Fig. 2. Electrophoregram of amplification products for the presence of the pathogen ring rot in plants of the variety “Blue”  
at different stages of development: 

1 – Leaves. Flowering phase, control without treatment;  
2 – Flowering phase, control treated with the biological product “Fitosporin M”;  

3 – Flowering phase, treated with a biological pesticide (seed treatment and 2-fold spraying);  
4 – Flowering phase, treated with a biological pesticide (2-fold spraying);  

5 – Fruiting phase, control without treatment;  
6 – Fruiting phase, control treated with the biological product "Fitosporin M";  

7 – Fruiting phase, treated with biological pesticide (seed treatment and 2-fold spraying);  
8 – Leaves. Fruiting phase, treated with a biological pesticide (2-fold spraying);  

9 – Root crop., technical ripeness, control without processing;  
10 – technical ripeness, control treated with the biological product “Fitosporin M”; 

11 – technical ripeness, treated with a biological pesticide (seed treatment and 2-fold spraying); 
12 – technical ripeness, treated with a biological pesticide (2-fold spraying); 

K+ – control with the presence of the pathogen 
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Рис. 3. Влияние биологического препарата на развитие аскохитоза у огурца сорта Герман F1:  
1 – контроль; 2 – Фитоспорин М; 3 – препарат 1 (обработка семян + опрыскивание); 4 – препарат 1 (опрыскивание) 

 

Fig. 3. Influence of a biological drug on the development of Ascochyte Ascochyta cucumis cucumber German F1:  
1 – control; 2 – Fitosporin M; 3 – Preparation 1 (seed treatment + spraying); 4 – Preparation 1 (spraying) 

 
 

 
 

Рис. 4. Электрофореграмма продуктов амплификации на наличие возбудителя болезни 
в огурцах сорта Герман F 1 на различных стадиях развития растения: 

1 – фаза цветения, контроль без обработки;  
2 – фаза цветения, контроль обработан биопрепаратом Фитоспорин М;  

3 – фаза цветения, обработан биологическим пестицидом (обработка семян и двукратное опрыскивание);  
4 – фаза цветения, обработан биологическим пестицидом (двукратное опрыскивание);  

5 – фаза плодоношения, контроль без обработки;  
6 – фаза плодоношения, контроль обработан биопрепаратом Фитоспорин М;  

7 – фаза плодоношения, обработан биологическим пестицидом (обработка семян и двукратное опрыскивание);  
8 – фаза плодоношения, обработан биологическим пестицидом (двукратное опрыскивание);  

9 – плоды, техническая спелость, контроль без обработки;  
10 – плоды, техническая спелость, контроль обработан биопрепаратом Фитоспорин М;  

11 – плоды, техническая спелость, контроль обработан биологическим пестицидом (обработка семян и двукратное 
опрыскивание);  

12 – плоды, техническая спелость, обработан биологическим пестицидом (двукратное опрыскивание); 
К+ – контроль с присутствием возбудителя 

 
Fig. 4. Electrophoregram of amplification products for the presence of the pathogen in plants of the cucumber  

variety “German F 1” at different stages of development: 
1 – Leaves. Flowering phase, control without treatment;  

2 – Flowering phase, control treated with the biological product “Fitosporin M”;  
3 – Flowering phase, treated with a biological pesticide (seed treatment and 2-fold spraying);  

4 – Flowering phase, treated with a biological pesticide (2-fold spraying);  
5 – Fruiting phase, control without treatment;  

6 – Fruiting phase, control treated with the biological product “Fitosporin M”;  
7 – Fruiting phase, treated with biological pesticide (seed treatment and 2-fold spraying);  

8 – Leaves. Fruiting phase, treated with a biological pesticide (2-fold spraying);  
9 – Root crop., technical ripeness, control without treatment;  

10 – technical ripeness, control treated with the biological product “Fitosporin M”; 
11 – technical ripeness, treated with a biological pesticide (seed treatment and 2-fold spraying);  

12 – technical ripeness, treated with a biological pesticide (2-fold spraying); 
K+ – control with the presence of the pathogen 
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Рис. 5. Влияние биологического препарата на развитие бактериальной пятнистости на томате сорта Санька:  
1 – контроль; 2 – Фитоспорин М; 3 – препарат 1 (обработка + опрыскивание); 4 – препарат 1 (опрыскивание) 

 
Fig. 5. Influence of a biological drug on the development of bacterial blotch on tomato variety “Sanka”:  

1 –control; 2 – Fitosporin M; 3 – Preparation 1 (treatment + spraying); 4 – Preparation 1 (spraying) 

 

 
 

Рис. 6. Электрофореграмма продуктов амплификации на наличие возбудителя черной бактериальной пятнистости  
в томатах сорта Санька на различных стадиях развития растения: 

1 – фаза цветения, контроль без обработки;  
2 – фаза цветения, контроль обработан биопрепаратом Фитоспорин М;  

3 – фаза цветения, обработан биологическим пестицидом (обработка семян и двукратное опрыскивание);  
4 – фаза цветения, обработан биологическим пестицидом (двукратное опрыскивание);  

5 – фаза плодоношения, контроль без обработки;  
6 – фаза плодоношения, контроль обработан биопрепаратом Фитоспорин М;  

7 – фаза плодоношения, обработан биологическим пестицидом (обработка семян и двукратное опрыскивание);  
8 – фаза плодоношения, обработан биологическим пестицидом (двукратное опрыскивание);  

9 – плоды, техническая спелость, контроль без обработки;  
10 – плоды, техническая спелость, контроль обработан биопрепаратом Фитоспорин М;  

11 – плоды, техническая спелость, контроль обработан биологическим пестицидом (обработка семян и двукратное 
опрыскивание);  

12 – плоды, техническая спелость, обработан биологическим пестицидом (двукратное опрыскивание); 
К+ – контроль с присутствием возбудителя 

 
Fig. 6. Electrophoregram of amplification products for the presence of the pathogen  

tomato variety “Sanka” at different stages of development: 
1 – Leaves. Flowering phase, control without treatment;  

2 – Flowering phase, control treated with the biological product “Fitosporin M”;  
3 – Flowering phase, treated with a biological pesticide (seed treatment and 2-fold spraying);  

4 – Flowering phase, treated with a biological pesticide (2-fold spraying);  
5 – Fruiting phase, control without treatment;  

6 – Fruiting phase, control treated with the biological product “Fitosporin M”;  
7 – Fruiting phase, treated with biological pesticide (seed treatment and 2-fold spraying);  

8 – Leaves. Fruiting phase, treated with a biological pesticide (2-fold spraying);  
9 – Root crop., technical ripeness, control without processing;  

10 – technical ripeness, control treated with the biological product “Fitosporin M”; 
11 – technical ripeness, treated with a biological pesticide (seed treatment and 2-fold spraying); 

12 – technical ripeness, treated with a biological pesticide (2-fold spraying); 
K+ – control with the presence of the pathogen 

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ  
В результате проведенных исследований бы-

ло установлено, что препарат 1 проявил фунги-
цидное действие в отношении возбудителей та-

ких болезней томатов и огурцов, как черная бак-
териальная пятнистость и аскохитоз соответ-
ственно.  

Методом ПЦР-анализа признаки кольцевой 
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гнили на картофеле не выявлены, а препарат 2 
оказал фунгицидное действие на развитие фи-
тофторы. 

Отмечено эффективное действие названных 
препаратов в случае предпосевного замачивания 
семян и дальнейшей двукратной обработки рас-
тений в период цветения, при этом рекомендуе-
мая концентрация растворов – 10

-4
%. 

Ранняя диагностика заболеваний овощных 
культур методами, основанными на полимераз-
ной цепной реакции, позволяет обнаруживать 
следовые количества патогенных микроорганиз-
мов в максимально сжатые сроки и осуществлять 
выбор наиболее эффективных фунгицидных пре-
паратов. 
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Abstract: The effect of metal (II)-containing composites based on extracellular metabolites of basidiomy-
cetes Pleurotus ostreatus, Ganoderma lucidum, Grifola umbellata and Laetiporus sulphureus on the viability 
and response of potato plants in vitro has been investigated. The Lukyanovsky variety of potato, which is 
susceptible to ring rot, caused by the bacterium Clavibacter sepedonicus, was studied. The parameters in-
vestigated included biofilm formation by Clavibacter sepedonicus, various morphometric parameters of 
plants and the phytotoxicity of substances of fungal origin. The greatest anti-biofilm-forming effect was ob-
served in metal-containing biocomposites based on G. lucidum; Fe- and Co-containing biopreparations inhi-
bited the formation of Clavibacter sepedonicus biofilms by 40–50%. The plant height was adversely affected 
by composites, in the absence of metal (II), derived from L. sulphureus and P. ostreatus, as well as by a  
Co-containing composite derived from P. ostreatus. The decrease in plant growth, in comparison with the 
control, can be associated with the pronounced antibiotic properties of these basidiomycetes and cobalt. The 
remaining biocomposites studied did not have an adverse effect on the growth of potatoes in vitro. A number 
of morphometric parameters (length of internodes, number of leaves) remained virtually unchanged when 
exposed to biocomposites of fungal origin. In contrast to the vegetative part of plants, the biomass and 
length of the roots increased by 10–20% under the influence of biocomposites. Copper-containing compo-
sites derived from G. lucidum had no phytotoxic effect on plants and enhanced potato resistance to Clavi-
bacter sepedonicus. The beneficial properties of biocomosites may be judged by the degree of stimulation of 
the physiological processes underlying the formation of the underground part of the plants, which is a pre-
requisite for increasing yields. The biocomposites are environmentally friendly because of their natural origin 
and being effective at very low doses. The results obtained using metal-containing biocomposites derived 
from G. lucidum and Gr. umbellata demonstrate the safety and possible improvement in health of potato 
plants by using biocomposites derived from cultures of higher fungi. 
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Резюме: Изучено влияние содержащих металлы(II) композитов, полученных на основе внеклеточ-
ных метаболитов базидиомицетов Pleurotus ostreatus, Ganoderma lucidum, Grifola umbellata и Laeti-
porus sulphureus, на жизнеспособность и ответные реакции растений картофеля in vitro. Исследо-
вания проводили на пробирочных растениях картофеля in vitro сорта Лукьяновский, восприимчиво-
го к возбудителю кольцевой гнили – бактерии Clavibacter sepedonicus. Изучали биопленкообразова-
ние Clavibacter sepedonicus, морфометрические показатели растений, фитотоксичность суб-
станций грибного происхождения. Наибольший антибиопленкообразующий эффект наблюдался у 
металлсодержащих биокомпозитов на основе G. lucidum; Fe- и Co-содержащие биопрепараты по-
давляли образование биопленок Clavibacter sepedonicus на 40–50%. На высоту растений негативно 
воздействовали только не содержащие металлы(II) композиты на основе L. sulphureus и 
P. ostreatus, а также Co-содержащий препарат из P. ostreatus. Снижение прироста растений по 
сравнению с контролем можно связать с выраженными антибиотическими свойствами этих бази-
диомицетов и кобальта. Остальные исследуемые биокомпозиты не оказывали негативного влия-
ния на рост картофеля in vitro. Ряд морфометрических показателей растений (длина междоузлий, 
количество листьев) оставался практически неизменным при воздействии биокомпозитов гриб-
ного происхождения. В отличие от вегетативной части растений биомасса корней и их длина 
увеличивалась на 10–20% под влиянием биокомпозитов. Медьсодержащие препараты из G. lucidum 
не проявляли фитотоксического действия в отношении растений и обладали эффектом усиления 
устойчивости картофеля к Clavibacter sepedonicus. Стимуляция физиологических процессов фор-
мирования подземной части растений как предпосылка повышения урожайности позволяет су-
дить о полезных свойствах предложенных биокомпозитов, экологически чистых благодаря при-
родному происхождению и эффективных в очень малых дозах. Полученные результаты свиде-
тельствуют о безопасности биокомпозитов на основе G. lucidum и Gr. umbellata для растений 
картофеля и возможных перспективах оздоровления картофеля с применением металлсодержа-
щих биокомпозитов, полученных с использованием культур высших грибов. 
 

Ключевые слова: Solanum tuberosum L., высшие грибы, фитопатогенные бактерии, Clavibacter 
sepedonicus, металлы(II), биокомпозиты 
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INTRODUCTION 
Bacteria of the genus Clavibacter infect a wide 

range of cultivated and weed plants [1], including 
plants of the Solanaceae family, which are the most 
important agricultural crops [2]. The causative agent 
of ring rot in potatoes [3] belonging to the genus 
Clavibacter is Clavibacter michiganensis ssp. 
sepedonicus (Cms) (Spiekermann and Kotthoff, 
1914; Davis et al., 1984), designated Clavibacter 
sepedonicus in the new classification [4]. To date, 
there are no effective means to regulate the popula-
tion of this pathogen [5, 6]. Moreover, there are no 
drugs of chemical or biological origin capable of li-
miting the spread of bacterial potato diseases, and 
the use of biocontrol agents is highly problematic 
[1]. Hence, there is an opportunity to develop sub-
stances that are effective in combating bacteria, 
safe to use with the plants and possibly beneficial 
for the health of the potato when affected by the 
phytopathogenic gram-positive bacterium Cms. Bio-

composites of fungal origin avoid both the environ-
mental risks associated with modern chemical pesti-
cides and the increasing resistance of phytopatho-
gens to chemical pesticides [7]; phytopathogens 
decrease both the yield and quality of these strate-
gically important crops [8]. Therefore, the most sa-
tisfactory solution would be to identify preparations 
based on natural compounds.  

The use of biometals in conjugates of biopoly-
mers and edible fungi represents a more environ-
mentally friendly option for plant protection com-
pared to the use of inorganic chemical forms of 
metals, such as oxides and salts. For instance, one 
of the most phytotoxic types of nanomaterials is zinc 
oxide particles, which are capable of inhibiting the 
growth of roots of radish, rape, ryegrass, lettuce, 
corn, cucumber [9]. Inorganic nanostructures were 
shown to inhibit seed germination, based on indica-
tors such as the length of the seedlings and the rate 
of plant growth, when analysing the degree of bio-
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availability and toxicity of both copper nanoparticles 
with Phaseolus radiatus and Triticum aestivum [10] 
and magnetite nanoparticles Fe3O4 and ZnO with 
Arabidopsis thaliana [11]. The use of other metals 
that do not belong to microelements and are known 
for their antimicrobial properties, primarily noble 
metals, is not economically feasible for combating 
bacterial phytopathogens. In addition, Ag readily 
leaks into wastewater during rinsing thereby ad-
versely affecting the beneficial bacteria used in 
wastewater treatment. Similarly, the ingress of silver 
into water bodies is dangerous for aquatic orga-
nisms [12]. 

A wide range of biologically active metabolites of 
higher fungi are represented by high molecular 
weight protein, carbohydrate and lipid substances, 
by low molecular weight compounds such as amino 
acids, monosaccharides and fatty acid substances, 
and finally by groups of compounds dominant in the 
chemical composition of a mushroom culture. Basi-
diomycetes, which produce a unique complex of 
biologically active substances, are being investiga-
ted as a source of substances with antibacterial 
properties, for example we previously studied [13] 
the generation of potentially antimicrobial inorganic 
components in extracellular metabolites of basidio-
mycetes in hybrid biocomposites.  

The purpose of this study is to evaluate a treat-
ment for improving the health of agricultural plants. 
The treatment is created from composites contai-
ning metal (II) compounds in macromycete metabo-
lites and is evaluated by determining the viability 
and the response of potato plants in vitro. 

 
EXPERIMENTAL 
Research subjects and cultivation conditions. 

The strain Clavibacter sepedonicus Ac-1405 was 
obtained from the All-Russian collection of microor-
ganisms (Pushchino-Na-Oke, Moscow Oblast). This 
species is not listed in the classification of microor-
ganisms by pathogenic groups in the Sanitary and 
Epidemiological Regulations SP 1.3.2322-08. Bacte-
ria Cms were grown on a medium with the composi-
tion, g/l: glucose – 5.0; peptone – 10.0; yeast extract 
– 5.0; CaCO3 – 5.0. The fungal cultures were 
Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst., strain 1315 
(reishi mushroom); Grifola umbellata (Pers.) Pilát, 
strain 1622 (umbrella polypore) from the collection 
of the Department of Mycology and Algology, Mos-
cow State University (Moscow); Laetiporus sulphu-
reus (Bull.) Murrill, strain 120707 (sulphur polypore) 
from the collection of the Department of Botany of 
Irkutsk State University (Irkutsk); Pleurotus os-
treatus (Jacq.) Kumm., strain NK352 (oyster mush-
room) from the collection of Institute of Biochemistry 
and Physiology of Plants and Microorganisms, Rus-
sian Academy of Sciences (Saratov). Mushroom 
cultures were maintained on agarized beer wort  
(4 degrees Balling). 

Cultivation of plants in vitro. The studies were 

carried out in vitro on potato plants Solanum tu-
berosum L. of variety Lukyanovsky (A.G. Lorkh All-
Russian Research Institute of Potato Farming), 
which is susceptible to ring rot [14, 15]. Microclonal 
propagation of test tube plants was carried out using 
cuttings. The cuttings were planted at the internode 
depth in an agar nutrient Murashige and Skoog me-
dium (MS) containing vitamins and hormones, at 
pH = 5.8–6.0; they were cultivated for 2 weeks and 
maintained at a constant temperature in the range of 
24–25 °С, illumination of 5–6 klx, and photoperiod 
duration of 16 h; and then transferred into MS liquid 
medium of the same composition, but without agar. 

Evaluation of bactericidal activity. Metal-
containing biosamples of fungal origin were ob-
tained as described in [16]. Determination of the 
sensitivity of the phytopathogen to fungal bioagents 
was carried out by diffusion in agar.  

Methods for studying biofilm formation in bacte-
ria. To study the effect of metal-containing prepara-
tions on biofilm formation by Cms, the bacterial cul-
ture was grown for 1 day in a liquid nutrient medium, 
then the test agent was added to the suspension, 
and cultured under aerated conditions for another 
day. Next, the optical density of the bacterial sus-
pension was measured at a wavelength of 595 nm 
(A595) and the suspension was titrated to 96-well 
polystyrene plates. After 48 h of incubation, the 
plates were stained with 1% (w/v) gentian violet so-
lution at room temperature for 45 min. Subsequent-
ly, the wells were washed three times with distilled 
water to remove unabsorbed cells, the dye from 
bacterial cells was extracted with ethanol, and the 
A595 value was measured on a BIO-RAD model 680 
(USA) microplate reader [17]. 

Determination of biometric parameters of plants. 
Metal-containing biocomposites were added to the 
liquid potato growth medium. Then the plants were 
incubated for 25 days monitoring the following bio-
metric indicators: growth, number of leaves, length 
of internodes. The fresh biomass of the plant mate-
rial was assessed gravimetrically.  

Determination of the phytotoxicity of a biological 
product. Potato plants, after removing the roots, 
were placed in containers with mediums of the fol-
lowing compositions (Table 1). 

 

Table 1. Composition of media for determining  

the phytotoxicity of a biological product  
Таблица 1. Состав сред для определения  

фитотоксичности биопрепарата 
 

Experiment 
number 

Volume of medium components, ml 

MS 
Cms  

suspension 
Biological 
product 

1 
2 
3 
4 

25 
50 
25 
50 

25 
– 

25 
– 

0,5 
0,5 
– 
– 

Note. "–” – denotes the absence of the component.  
 

Each experiment was independently replicated 
3 times; in each biological variant of the experiment, 
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3–5 plants were analysed. The results were recor-
ded every hour for a total of 6 hours. 

Statistical processing of experimental data was 
performed using the Excel software package. The 
arithmetic mean and standard deviation were as-
sessed. The reliability of the data was checked  
using the Mann-Whitney U-test. 

  
RESULTS AND DISCUSSION 
A combination of environmentally friendly  

biopesticides and beneficial microorganisms consti-
tutes an alternative to chemically manufactured pes-
ticides [18]. We studied biopesticides containing bio-
metal (II), in a form generated by fungal action in a 
nutrient medium, by measuring both bacteriostatic 
and bactericidal activity of fungal substances 
against the phytopathogen Cms. The total pool of 
extracellular metabolites was isolated from sub-
merged cultures of Pleurotus ostreatus, Ganoderma 
lucidum, Grifola umbellate and Laetiporus sulphure-
us, and found to contain products derived from the 
introduced metal (II) salts which were produced by 
fungal biotransformation (Table 2).  

The substances derived by fungal action were 
used in comparative studies of biological activity. 
Earlier, we showed the species-specific features of 
the antibacterial effect against Cms of metal-
containing biocomposites obtained from cultures of 
different genera and species of fungi [16]. In the 
present work studying metal-containing preparations 
of fungal origin applied to plant specimens, we se-
lected biocomposites from those studied previously, 
which were characterized by a noticeable antibacte-
rial effect against Cms. The control treatment con-
sisted of biopolymer substances obtained from the 
same fungus but which did not contain any metal 
(see Table 2). In studies of the effects of metal(II) 
cations, inorganic metal salts were added to the 
growth medium.  

Trace-metal elements are essential for well-
known biological processes and are therefore vital 
to living systems, but become toxic when their con-
centration exceeds certain limits. It is argued that 
the biocomposites studied are safe because they 
are composed of trace elements at concentrations 

of the order of 10
-4 

mol/l. The concentration is further 
reduced when the treatment dose is diluted in the 
nutrient media. The content of microelements in 
plants is 1 10

-3
–1 10

-5
% [19], and on average, the 

molar mass of the microelements studied is 
60 g/mol. In nature by comparison, plants can con-
tain up to 0.17 mmol/kg mass, which is the equiva-
lent of more than 0.1 mmol/l in the prepared bio-
composites before dosing. 

One of the antimicrobial effects of drugs deve-
loped to combat bacterial plant pathogens is their 
ability to counteract the formation of biofilms by phy-
topathogens [20]. The formation of biofilms by Cms 
in the vascular system of the plant is the main cause 
of the wilting of potato leaves [21]. Therefore, it was 
necessary to study the effect of metal-containing 
biocomposites on Cms biofilm formation. The great-
est anti-biofilm-forming effect was observed in pre-
parations based on G. lucidum (Fig. 1).  

 

 
 

Fig. 1. Anti-biofilm-forming efficiency of biocomposites based 
on Ganoderma lucidum (4),  
containing Fe (2), Co (3), Cu (5), Zn (6),  
compared to Cms (1) 
 

Рис. 1. Антибиопленкообразующая эффективность  
биокомпозитов на основе Ganoderma lucidum (4),  
содержащих Fe (2), Co (3), Cu (5), Zn (6),  
в отношении Cms (1) 

 
Table 2. Biocomposites of fungal origin used in the work  
Таблица 2. Биокомпозиты грибного происхождения, использованные в работе 
 

Laboratory 
sample code 

Sample characteristic 

Addition 
of the compound 

to the liquid  
medium 

upon obtaining 
the sample 

Concentration 
of metal (II)s  

in the sample, mol/L 

1K 
1Co 
2K 

2Cu 
4K 
4Zn 
5K 
5Fe 

Composite based on Pleurotus ostreatus HK352 
Composite based on Pleurotus ostreatus HK352 
Composite based on Ganoderma lucidum 1315 
Composite based on Ganoderma lucidum 1315 
Composite based on Grifola umbellata 1622 
Composite based on Grifola umbellata 1622 
Composite based on Laetiporus sulphureus 120707 
Composite based on Laetiporus sulphureus 120707 

none 
CoCl2 •6H2O 

none 
CuSO4 •5H2O 

none 
ZnSO4•7H2O 

none 
FeSO4 •7H2O 

0 
1·10-4 

0 
2·10-4 

0 
2·10-4 

0 
2·10-4 

0,00

0,50

1,00

1,50

2,00

2,50

3,00

1 2 3 4 5 6

B
io

fi
lm
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e

n
si

ty
, λ

=5
9

5
 н

м
  

Processing options 
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Iron-containing and especially cobalt-containing 
biocomposites inhibited the formation of Cms bio-
films by 40–50% (see Fig. 1). The fungal prepara-
tions incorporating metal(II) cause a significant re-
duction in biofilm-forming ability, whereas the fungal 
preparation in the absence of metal(II) (Fig. 1, op-
tion 4) enhance biofilm-forming ability (by 15%). The 
biochemical action of fungus G. lucidum made a 
significant contribution to the anti-biofilm-forming 
efficiency of the biocomposites. The growing interest 
in the creation of nutraceuticals and functional pro-
ducts was the impetus to study the species 
Ganoderma from various geographical origins to 
facilitate the identification of natural compounds with 
pronounced antibacterial, antioxidant, medical and 
other useful properties [22]. A distinctive feature of 
the pool of metabolites from fungi of this genus are 
triterpines, including ganoderic acids [23], which 
have antimicrobial properties and are important in 
biotechnology. Due to their ability to form complexes 
of Co (II), which adversely affect Cms biofilm for-
mation, these low molecular weight compounds 
formed by G. lucidum are considered to be promi-
sing substances. 

Various growth parameters of potato plants pro-
vided quantitative measures of the strength of action 
of these substances of fungal origin (Fig. 2).  
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Fig. 2. Dependence of the height of potato plants  
In vitro (k) on the presence of biocomposites derived  
from Pleurotus ostreatus (1K), Ganoderma lucidum (2K),  
Grifola umbellata (4K), Laetiporus sulphureus (5K)  
containing Co (1Co), Cu (2Cu), Zn (4Zn), Fe (5Fe) 
 

Рис.  2. Зависимость высоты растений картофеля  
In vitro (k) от присутствия биокомпозитов на основе 
Pleurotus ostreatus (1K), Ganoderma lucidum (2K),  
Grifola umbellata (4K), Laetiporus sulphureus (5K), содер-
жащих Co (1Co), Cu (2Cu), Zn (4Zn), Fe (5Fe) 

 

Plant growth was reduced by 36 and 50% by 
metabolites produced by P. ostreatus (Fig. 2, 1K, 
1Co) and L. sulphureus (Fig. 2, 5K), respectively, 
compared to the control substances. It is known that 
oyster mushroom and sulphur polypore are basidi-
omycetes with pronounced antimicrobial properties 
[24, 25]. Therefore, it is likely that the effect of me-

tabolites from these fungi had an antibiotic effect on 
potato plants with subsequent growth inhibition. 
There was no observed adverse effect on the 
growth of potatoes in vitro during the entire observa-
tion period (25 days) in the presence of the remain-
ning biocomposites investigated from cultures of 
L. sulphureus (Fig. 2, 5Fe), Gr. umbellata (Fig. 2, 
4K, 4Zn) and G. lucidum (Fig. 2, 2K, 2Cu).  

When considering a choice of suitable biome- 
tal (II)s to study in conjunction with the funghi, it 
should be noted that only cobalt has an adverse 
effect on the height of potato plants (Fig. 2, 1Co). In 
fungi, cobalt is also relatively toxic [26]. This sensi-
tivity to Co-containing substances is not unexpected 
because only at relatively low concentrations is this 
trace element necessary for growth, development 
and the activity of various enzymes in both potato 
plants and basidiomycetes [27]. The funghal cul-
tures used to form biocomposities respond to the 
presence of Co (II) by activating various biochemical 
reactions producing metabolites, which in turn, con-
tribute to the inhibition of plant growth. 

A number of morphometric parameters of plants 
(length of internodes, number of leaves) remained 
practically unchanged when exposed to biocompo-
sites of fungal origin. The length of internodes in 
plants was not affected by any of the investigated 
agents; therefore "stretching" of the plants was not 
observed. Treatment of potatoes with preparations 
based on P. ostreatus or L. sulphureus contributed 
to the shortening of internodes in plants. None of the 
observed effects was considered to be adverse.  

None of the composites in the study had a sig-
nificant effect on the number of new leaves in the 
potato plants during the study (Table 3).  

Preparations of fungal origin were shown to af-
fect the colour of the leaves of potato plants. In the 
presence of Cu-containing composite based on 
G. lucidum, the colour of the leaves became more 
saturated (Fig. 3, 2Cu). This is probably due to the 
inclusion of copper ions, in the form of a coenzyme, 
in the photosynthetic processes of the plant [19]. 

Pale green leaves and a thinner collet of potato 
stems were observed with composites, both contai-
ning iron and in the absence of iron, based on 
L. sulphureus (Fig. 3, 5K, 5Fe). This is probably the 
result of both an excess of iron in the plant growth 
medium and the contribution of the biological pro-
perties of L. sulphureus, in particular, the high anti-
oxidant activity of the sulphur polypore [28].  

It is well known that the coordinated action of 
reactive oxygen species (ROS) and phytohormones 
regulates plant growth, development and stress to-
lerance [29]. ROS are multifunctional plant signalling 
molecules contributing to the adaptive capacity of 
any plant species [30]. It was also shown that anti-
oxidant compounds exhibiting a pronounced antiox-
idant effect might impede the development of oxida-
tive stress in potato plants [31]. Agents with antioxi-
dant properties, for example biocomposites  
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Table 3.  Effect of biocomposites on the number of leaves in potato plants in vitro  
Таблица 3. Влияние биокомпозитов на количество листьев у растений картофеля in vitro 
 

Laboratory 
sample code 

Duration of cultivation, days 
0 2 6 12 18 25 

K 
1K 

1Co 
2K 

2Cu 
4K 
4Zn 
5K 
5Fe 

12,3±1,2 
12,0±2,7 
12,7±2,5 
11,0±2,7 
13,3±3,1 
11,3±0,6 
12,0±1,7 
13,7±1,5 
15,3±5,1 

12,7±1,5 
12,0±2,7 
12,7±2,5 
11,3±2,3 
13,3±3,1 
11,7±0,6 
12,3±1,2 
13,7±1,5 
15,3±5,1 

14,3±2,1 
11,7±1,5 
13,0±3,0 
12,7±2,9 
15,3±2,5 
13,3±0,6 
13,0±1,0 
13,0±1,7 
16,7±4,0 

16,0±1,0 
14,7±2,3 
15,7±1,5 
15,0±1,0 
14,3±1,5 
14,0±0,4 
15,0±2,7 
14,0±1,7 
17,7±3,8 

17,0±0,4 
18,0±3,6 
17,3±2,1 
16,7±2,5 
15,7±2,3 
16,0±1,0 
15,7±2,3 
14,3±4,9 
20,0±2,7 

19,0±1,0 
21,0±4,6 
20,7±2,5 
21,3±4,0 
17,3±2,9 
19,0±1,0 
18,0±2,7 
16,7±1,5 
20,0±1,7 

Note. K – control potato plants (without treatment with biocomposites). 

 

 
 

Fig. 3. Change in colour of leaves of potato plants  
in vitro (K) under the influence of biocomposites based 
on Ganoderma lucidum (2Cu),  
Laetiporus sulphureus (5K, 5Fe) 
 

Рис. 3. Изменение окраски листьев растений картофеля 
in vitro (К) под влиянием биокомпозитов на основе 
Ganoderma lucidum (2Cu),  
Laetiporus sulphureus (5K, 5Fe) 

 

derived from L. sulphureus, counteract the action of 
ROS thereby having an effect on the biochemical 
processes of potato plants (see Fig. 3). This could 
serve as one of the reasons for the decrease in 
growth rates (see Fig. 2) by obviating the need for 
the plant’s stress-dependent activation of certain 
antioxidant enzymes. The elevated level of exoge-
nous antioxidant substances from another basidio-
mycete, oyster mushroom (Fig. 2, 1K), had the 
same effect on the reduction of the growth of potato 
plants, but this was less pronounced than that 
caused by the sulphur polypore (Fig. 2, 5K). 

The biochemical properties of the funghi from 
which the biocomposites were derived, including the 
antioxidant activity of fungi, were not considered to 
be the predominant source of action on potato 
plants, despite the ability for enhanced bioproduc-
tion of antioxidant compounds [28] commonly found 
in P. ostreatus and L. sulphureus. In particular, in an 
experiment to determine the mass of roots of potato 
plants using the biocomposite based on P. ostreatus 
(Fig. 4, 1K), no significant increase in mass was 
observed compared to the control of untreated 
plants, although it was noted that a positive effect 
due to a compound derived from L. sulphureus was 
one of the most pronounced (Fig. 4, 5K).  

By contrast, the cobalt-containing agent pro-
duced a noticeable increase in the biomass of the 
roots of potato plants (Fig. 4, 1Co). This increase, 
when taken into account with the suppression of the 
formation of Cms biofilms discussed above (see 
Fig. 1), forms the rationale for the recommendation 
to use Co-containing precursors for biocomposites 
of fungal origin.  
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Fig. 4. Mass of vegetative part (VP) and roots (R)  
of potato plants in vitro (K) under the influence  
of biocomposites based on Pleurotus ostreatus (1K), 
Ganoderma lucidum (2K), Grifola umbellata (4K),  
Laetiporus sulphureus (5K), containing Co (1Co),  
Cu (2Cu), Zn (4Zn), Fe (5Fe) 
 

Рис. 4. Масса вегетативной части (VP) и корней (R) рас-
тений картофеля in vitro (К) под влиянием  
биокомпозитов на основе Pleurotus ostreatus (1К), 
Ganoderma lucidum (2К), Grifola umbellata (4K),  
Laetiporus sulphureus (5K), содержащих Co (1Co),  
Cu (2Cu), Zn (4Zn), Fe (5Fe) 

 

As a general observation of the results of the 
experiments, the biomass and length of roots either 
did not change compared to those of the control 
plants or increased in the range 10–20%. This result 
is important because the tubers are the most valua-
ble part of the potato which is an important agricul-
tural crop, although it was noted that the mass of the 
vegetative part of the plants decreased (see Fig. 4). 
A prerequisite for increasing the yield and quality of 
cultivated product is the stimulation of the physiolog-
ical processes of the underground part of the plant 
which is formed of complex features that consist of 
many structural elements; the yield is not solely de-
pendent on the morphometric parameters of the 
aboveground part of plants. Additionally it is of great 
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importance to increase the resistance of plants to 
unfavourable actors and boost their immunity.  

Although the 2Cu biocomposite experiment 
showed no effect on the increase in mass of plant 
roots (see Table 2), this preparation based on G. 
lucidum had a moderate bactericidal and bacterio-
static effect on the causative agent of potato ring rot 
and demonstrated anti-biofilm-forming efficacy 
against Cms (see Fig. 1), without a negative effect 
on the biometric characteristics of the plants (Fig. 2, 
2Cu; 3, 2Cu; Table 3). A study of the phytotoxicity of 
this biocomposite in the potato plant was carried out 
prior to recommending its use in biotechnology 
(Fig. 5).  

In the absence of bacteria (Fig. 5, 2) or in the 
presence of both Cms and the biological product 
under investigation (Fig. 5, 1), the plants looked 
healthy after the first hour. The first symptoms of the 
disease (withering of leaves, wilt) in MS medium 
were noted after the first hour of incubation in the 
presence of Cms in specimum number 3 (Fig. 5). A 
slight wilting of plants was noted in all specimens 
4 h from the start of the experiment. After 6 hours of 

observation, almost all leaves of plants in the expe-
riment "Cms without biocomposite" had wilted 
(Fig. 5, 3), whereas in the specimen "Cms with bio-
composite" (Fig. 5, 1) no more than 40% of the 
leaves had wilted. This effect continued to be ob-
served after 21 h. The results demonstrate that the 
biological product being studied had a clear positive 
effect on the plant's ability to fight infection. It is 
known that plant growth effectors can induce re-
sistance to various phytopathogens [32, 33]. Re-
sistance to infectious diseases is “turned on” in 
plants in response not only to their local infection, 
but also to treatment with substances from a large 
group of structurally diverse organic and inorganic 
compounds, which do not induce pathogen re-
sistance. This immunity is a result of changes in 
plant metabolism, which have an adverse effect on 
the nutrition, growth, development and reproduction 
of phytopathogenic organisms. Substances derived 
from the biocomposites proposed in this work poten-
tially effect similar changes in plant metabolism but 
may be considered environmentally friendly due to 
their natural origin and effectiveness at low doses. 

 

  
0 hours 1 hour 

  
4 hours 6 hours 

 

Fig. 5. Study of phytotoxicity of Cu-containing biocomposite derived from Ganoderma lucidum in relation  
to potato plants, grown on MS medium (1, 2, 3) with Cms suspension (1, 3)  

and biocomposite (1, 2) 
 

Рис. 5. Исследование фитотоксичности Cu-содержащего биокомпозита на основе Ganoderma lucidum  
по отношению к растениям картофеля, выращенным на среде MS (1, 2, 3) с суспензией Cms (1, 3)  

и биокомпозитом (1, 2) 

 
CONCLUSIONS 
The following conclusions can be deduced from 

the results of this study of the viability and response 
of potato plants in vitro to the presence of metal (II) 
containing composites synthesized as extracellular 
metabolites of basidiomycetes Pleurotus ostreatus, 
Ganoderma lucidum, Grifola umbellata and Laetipo-
rus sulphureus. 

1. Metal-containing biocomposites based on 
G. lucidum have the highest anti-biofilm-forming 
efficacy against the Cms bacteria, the pathogen  
of potato ring rot. Fe- and Co-containing bioprepara-
tions inhibit the formation of Cms biofilms by  
40–50%. 

2. When exposed to biocomposites of fungal 
origin, virtually no change was observed in a num-
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ber of morphometric parameters in the Lukyanovsky 
variety potato plants, which are susceptible to Cms. 
The composites studied do not have a significant 
effect on the number of leaves, do not lead to ex-
cessive lengthening of the plant stem, and in most 
cases, do not have a negative effect on the growth 
of potatoes in vitro. The biomass and length of roots 
either do not change or increase by 10–20% under 
the influence of these biocomposites. 

3. Plant height is adversely affected not only by 
composites derived from L. sulphureus and 
P. ostreatus in the absence of metal (II), but also by 
one Co-containing preparation derived from 
P. ostreatus. This effect may be associated with the 
increased antimicrobial and antioxidant activity of 
exometabolites from these basidiomycetes, as well 
as with the antibiotic properties of cobalt. 

4. It is recommended to use cobalt compounds 
to obtain biocomposites based on basidiomycetes 
because the Co-containing agent is associated with 

a noticeable increase in the biomass of the roots of 
potato plants combined with the suppression of the 
formation of biofilms Cms. 

5. A copper-containing preparation derived from 
G. lucidum is associated with a moderate bacteri-
cidal and bacteriostatic effect on the causative agent 
of potato ring rot, demonstrates anti-biofilm-forming 
efficacy against Cms, does not have an adverse 
effect on any of the plant biometric parameters stu-
died, does not exhibit phytotoxic action against 
plants and enhances potato resistance to Cms. 

6. It is recommended to study the effect of 
treatment with biocomposites from metabolites of 
higher fungi on the whole plant and tubers of pota-
toes in the field. This study is a prerequisite to their 
introduction as an environmentally safe treatment 
against bacterial infection in potatoes. This would be 
a valuable new treatment given increasing re-
sistance of phytopathogens to pesticides of chemi-
cal origin. 
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Abstract: The study of plant defence mechanisms in response to pathogens in the mid-20th century resulted 
in Harold Flor’s gene-for-gene interaction hypothesis, which became recognised as central to the study of 
phytoimmunity. According to this theory, the outcome of interactions in plant – pathogen phytopathosystems 
– i.e. compatibility or incompatibility – is controlled genetically in interacting organisms and determined by the 
presence of specific genes in both pathogen and plant: resistance genes in the plant and avirulence genes in 
pathogen. The latest achievements in phytoimmunology, obtained with the help of modern molecular biology 
and bioinformatics methods, have made a significant contribution to the classical understanding of plant 
immunity and provided grounds for a modern concept of phytoimmunity consisting in the “zig-zag model” 
developed by Jonathan Jones and Jefferey Dangl. Plant immunity is currently understood as being 
determined by an innate multi-layer immune system involving various structures and mechanisms of specific 
and non-specific immunity. Recognition by plant membrane receptors of conservative molecular patterns 
associated with microorganisms, as well as molecules produced during cell wall disruption by pathogen 
hydrolytic enzymes forms a basic non-specific immune response in the plant. Detection of pathogen effector 
molecules by plant intra-cellular receptors triggers a specific effector-triggered immunity, resulting in the 
development of the hypersensitive response, systemic resistance and immune memory of the plant. 
Virulence factors and pathogen attack strategies on the one hand, and mechanisms of plant immune 
protection on the other, are the result of one form of constant co-evolution, often termed an “evolutionary 
arms race”. This paper discusses the main principles of Flor's classical “gene-for-gene interaction” theory as 
well as the molecular-genetic processes of plant innate immunity, their mechanisms and participants in light 
of contemporary achievements in phytoimmunology. 
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Эволюция взглядов на иммунитет растений:  
от закона H.H. Flor «ген-на-ген»  

до «зигзаг модели» J. Jones и J. Dangl 
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Резюме: Изучение защитных механизмов растения в ответ на воздействие патогена привело к 
созданию в середине прошлого века концепции «ген-на-ген взаимодействия» (H.H. Flor), которая на 
сегодняшний день признана классической теорией фитоиммунитета. Согласно данной теории, 
исход взаимоотношений в фитопатосистеме «растение – патоген» – совместимость или несов-
местимость, находится под генетическим контролем взаимодействующих организмов и опреде-
ляется наличием специфических генов патогена и растения-хозяина. Достижения последних лет 
в области фитоиммунологии, полученные благодаря новейшим методам молекулярной биологии и 
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биоинформатики, существенно дополнили и углубили классические взгляды на иммунитет расте-
ний и обосновали современную концепцию фитоиммунитета «зигзаг модель» (J. Jones и J. Dangl). 
Согласно современным воззрениям, защита растительного организма от воздействий патогена 
определяется функционированием многоуровневой врожденной иммунной системы с участием 
различных структур и механизмов специфического и неспецифического врожденного иммунитета. 
Распознавание мембранными растительными рецепторами консервативных молекулярных пат-
тернов, ассоциированных с микроорганизмами, а также молекул, возникающих вследствие атаки 
гидролитическими ферментами патогена клеточных стенок хозяина, определяет базовый неспе-
цифический иммунитет растения. Детекция эффекторных молекул патогена внутриклеточными 
рецепторами растения запускает специфический эффектор-индуцируемый иммунитет, включа-
ющий развитие реакции сверхчувствительности, системной устойчивости и иммунной памяти 
растения. Факторы вирулентности и стратегии нападения патогенов, с одной стороны, и 
участники, и механизмы иммунной системы растений, с другой, являются результатом постоян-
ного совместного эволюционирования, что напоминает «гонку вооружения и обороны» между 
противоборствующими сторонами. В статье обсуждаются молекулярно-генетические процессы 
врожденного иммунитета растений, их механизм и участники в свете современных достижений 
фитоиммунологии. 
 

Ключевые слова: врожденный иммунитет растений, молекулярные паттерны, эффекторы, ре-
цепторы, паттерн-активируемый иммунитет, эффектор-индуцируемый иммунитет 
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INTRODUCTION 
In natural habitats, plants have to co-exist with a 

large variety of microorganisms, many of which are 
pathogenic. In order to survive, a plant must quickly 
recognise a pathogen and activate relevant defence 
mechanisms. Together, these myriad defences 
activated following microbiological attack constitute 
an integrated plant immune system – phytoimmunity.  

In the middle of the 20th century Harold Flor 
advanced the “gene-for-gene interaction" hypothe-
sis, which postulated that the outcome of host-
pathogen interactions in a phytopathosystem – i.e. 
in terms of compatibility or incompatibility – falls 
under the genetic control of interacting organisms 
and determined by the presence of specific genes in 
both parasite and plant [1]. A more thorough 
understanding of the molecular-genetic mechanisms 
of plant immunity has only recently become possible 
due to the introduction of innovative methods of 
molecular biology and bioinformatics into 
phytoimmunology. The modern science of plant 
resistance represents many of the classical 
concepts of Flor’s theory, while at the same time 
introducing new concepts and broadening the scope 
of phytoimmunology following the successes of 
more recent studies. The key immunological 
achievements of the late 20th – early 21st century 
include Charles Janeway’s Pattern Recognition 
Principle, describing innate recognition by 
multicellular organisms of conservative structures 
(patterns) associated with microorganisms [2]. 
Innate recognition is based on detection by 
membrane receptors of “alien” molecular structures, 
which are inherent to microorganisms, but are 

absent from the host plant. These receptors, known 
as Pattern-Recognising Receptors (РRRs), have 
been found in all multicellular organisms from 
invertebrates (sponges, insects) and plants through 
to mammals (mice, humans) [3]. Thus, 
C. Janeway’s principle of pattern recognition is 
universal and characteristic of innate immunity in all 
multicellular organisms. The molecules recognised 
by PRR are invariant and conservative for each 
class of microorganisms and are denoted in respect 
to their origin either as Pathogen-Associated 
Molecular Patterns (PAMP) or Damage-Associated 
Molecular Patterns (DAMP). Their detection results 
in the activation of a series of basic, non-specific 
plant defence responses (Pattern-Triggered 
Immunity – РTI): generation of reactive oxygen 
species (ROS) and nitric oxide (NO), synthesis of 
phytoalexins, lignification of cell walls and callose 
deposition, as well as a number of other 
mechanisms [4]. 

The evolution of pathogens in response to basic 
immune defences resulted in the emergence of 
protein effectors (products of avirulence genes – 
Avr-genes), as well as systems for facilitating their 
transport directly into the cell; via Type III secretion 
systems acting through the “molecular syringe” 
principle, the effectors are delivered to the 
cytoplasm, bypassing the cell wall and membrane in 
order to block РТI development. The evolution of 
plants, in its turn, gave way to the emergence of 
intracellular or cytoplasmic Nucleotide Binding 
Domain Leucine-Rich Repeat Domain-containing 
Receptors (NLRs) [5] (products of resistance genes 
– R-genes), which detect specific protein effectors, 
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directly or indirectly, allowing for the induction of 
Effector-Triggered Immunity (ETI). In ETI “gene-for-
gene” interaction is implemented; a specific protein 
effector correlates with an R-gene product – a 
complementary NLR. Modern concepts of plant 
immunity are summarised in the “zig-zag” model 
proposed in 2006 by Jonathan Jones and Jeffery 
Dangl [6]. This model, as an addition to Harold 
Flor's classical “gene-for-gene” theory, puts together 
multi-level plant immunity responses of differing 
specificity and amplitude and highlights continuous 
evolutionary adaptation of partners in the course of 
plant-microbial interactions.  

 
CLASSICAL THEORY OF PHYTOIMMUNITY 
The study of plant defence mechanisms in 

response to pathogens in the middle of the 20th 
century resulted in the formation of phytoimmunity 
theory, which has been recognised as central to the 
study of plant immunity. According to this theory, the 
outcome of interactions in phytopathosystems is 
under genetic control [7]. This means that during co-
evolution, the host plant and its parasite develop 
complementary gene pairs: resistance (R) gene in 
the plant and avirulence (Avr) gene in the parasite. 
The study of these genes in flax rust prompted 
American phytopathologist Harold Flor to develop the 
aforementioned “gene-for-gene” concept. He found 
that the linen plant’s (Linum usitatissimum L.) 
resistance to pathogen Melampsora lini is a 
consequence of the interaction of specific host and 
pathogen genes and arises only in the presence of a 
dominant R-gene allele in the plant and a dominant 
Avr-gene allele in the pathogen. All other 
combinations of these genes, for instance loss or 
alteration of the respective gene by one of the 
partners, do not prevent the development of the 
disease [8]. This type of resistance is 
monogenetically controlled, with the pathogen and its 
host typically possessing the same geographical 
centers of origin and evolving in parallel. The “gene-
for-gene” theory informed the prominent Russian 
botanist Nikolai Vavilov's studies into the conjugated 
evolution of plant and parasite in their joint habitat [9]. 
The most frequently cited biochemical explanation of 
“gene-for-gene” theory is advanced by Peter 
Albersheim, who proposed that dominant alleles of 
resistance genes control synthesis of receptor 
proteins on the cell wall or membrane of host plants, 
whereas dominant alleles of avirulence genes code 
for the synthesis of glycosyltransferase enzymes, 
which produce hydrocarbon chains or elicitors on the 
surface of the pathogen cell wall [10]. Four types of 
factors were described in the “gene-for-gene” theory: 
1) avirulence genes and their products (elicitors) 2) 
resistance genes and their products (receptors) 3) 
signal transductors carrying the information to the 
genome; 4) immune response genes and their 
products (PR-proteins, phytoalexins, lignin, etc.). The 
former two groups are specific; the latter ones are 

non-specific [1]. Thus, in compliance with the 
classical view of plant immunity, the interaction of 
products of R- and Avr-genes, receptors and elicitors, 
results in the development of the hypersensitive 
response (HR) and determines plant resistance to the 
pathogen. Flor’s classical theory of “gene-for-gene 
interaction” illustrates the Pseudomonas syringae – 
tomato (Solanum lycopersicum L.) phytopatho-
system. The Avr-gene of pathogen P. syringae is the 
AvrPtoB gene; the R-gene of the tomato plant is the 
Pto gene. Plant species with a dominant R-gene are 
resistant to pathogen strains with a dominant Avr-
gene; when the Avr/R pair interacts, the 
hypersensitive response develops, and the host and 
pathogen are incompatible. Should any component of 
the Avr/R pair be absent or altered, they become 
compatible and the disease develops [11]. 

 
MODERN CONCEPT OF PLANT INNATE 

IMMUNITY 
The application of innovative methods of 

molecular biology and genetics, which in many 
respects predicted success in recent studies of 
phytoimmunology, made a significant contribution to 
our understanding of defence mechanisms, thus 
supporting the modern concept of plant immunity. 
According to this concept, plant immunity is the 
result of a multi-layer innate immune system having 
various structures and mechanisms of both specific 
and non-specific immunity. 

When plant and microorganism interact, the 
latter needs to first overcome the plant’s constitutive 
defences, such as a powerful wax layer and rigid 
cell wall, as well as defence compounds including 
cuticular lipids, antimicrobial enzymes and 
secondary metabolites [12]. The next barrier in the 
way of a pathogen is the plant's innate immunity 
system; to overcome it, the pathogen has to either 
avoid recognition by the plant or suppress the 
defence response of the host. In order to recognise 
pathogens and their metabolites, plants use a 
conservative method, which is found in animal 
organisms as well – membrane receptors. 
Receptors detect specific molecular ligands, which 
are conservative and characteristic of pathogens, 
but are alien to plants. These molecules, as 
mentioned above, were identified for the first time by 
Charles Janeway and termed Pathogen-Associated 
Molecular Patterns (PAMPs) [13]. In reality, РАМРs 
are inherent to all microorganisms, regardless of 
their pathogenicity, thus the term MAMP (Microbial-
Associated Molecular Pattern) is often used 
interchangeably [14]. Plants are also capable of 
detecting fragments formed through damage by 
microbial lysis of such plant structures as the cuticle 
or cell wall. Such products fall within the Damage 
Associated Molecular Pattern (DAMP) classification 
[15]. Detection of molecular patterns – PAMP and 
DAMP – is performed by Pattern Recognition 
Receptors (PRRs), which trigger immune signaling. 
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This process results in the activation of a number of 
defence responses leading to the prevention of 
disease progression. This immunity mechanism, 
known as Pattern-Triggered Immunity (РTI) [6, 16] 
presents the first level of plant innate immunity. virulent 
pathogen strains can suppress defence responses 
elicited by PRRs via the triggering of effectors, which 
act as virulence factors for susceptible hosts [17]. 
Subsequently, detection of these effectors forms the 
second level of innate phytoimmunity – Effector-
Triggered Immunity (ETI) [6]. 

Basic, non-specific resistance is conferred through 
PTI (the first level of resistance), while the second 
level, ETI, induces immunity characterised by the 
development of the hypersensitive reaction and 
resulting in systemic resistance. The development of 
systemic resistance provides long-term protection 
against a wide variety of pathogens [18]. Plants may 
also utilise trans-generational immune memory; that is, 
stress caused by disease acting on one generation 
could bring about effective adaptation of the next 
generation to the same stress [19]. 

 
Pattern-Triggered Immunity – PTI 
Microbial patterns or PAMPs are conservative 

molecular structures, which are characteristic of 
practically all classes of microorganism, regardless 
of their pathogenicity. In addition to pathogens, 
symbionts and endophytes also display PAMPs, 
resulting in an initial recognition as “alien” by the 
plant, which subsequently triggers an innate 
immune response [4, 6]. Findings suggest that the 
presence of both human and plant enterobacteria 
pathogens can activate the non-specific immune 
response in plants. Based on these data the authors 
presume that such atypical plant microorganisms 
have PАМРs that can be recognised by plants [20, 
21]. Distinct groups of microorganisms exhibit 
different PAMPs: flagellin and elongation factor are 
found in bacteria, chitin in fungi and virulence factor 
NSP (Nuclear Shuttle Protein) in viruses [22-24].  

PRR receptors, which specifically recognise 
PАМРs, include Receptor-Like Kinases (RLKs) and 
Receptor-Like Proteins (RLPs). RLKs are trans-
membrane receptors containing an Extracellular Do-
main (ECD), transmembrane domain and intracellular 
serine/threonine kinase domain. The ex-tracellular 
domains are highly variable, providing the means to 
recognise a wide range of PАМРs including 
lipopolysaccharides, peptides and polysaccharides. 
The transmembrane sector is characterised by an  
α-spiral fragment, which permeates the membrane 
only once. The cytoplasmatic domain formed by the  
С-terminal sector contains a kinase fragment, where 
the residues of serine and threonine are auto-
phosphorylated with the formation of a dimer complex 
following receptor activation by a ligand. Plants have 
a large number of RLKs. For example, in 
Arabidopsis, there are more than 410, and more than 
640 in rice [25] Plant RLKs are structurally simillar to 

animal Receptor-Tyrosine Kinases (RTKs) [26].  
RLP receptors contain only extracellular and 

transmembrane domains. Since they lack an 
intracellular activation domain, they need to interact 
with adaptor molecules to transfer the signal. RLPs 
are close in structure to Toll-Like Receptors (TLR), 
which recognise МАМРs in animal cells [27]. Animal 
TLRs, with the help of adaptor proteins, activate 
IRAK (Interleukin-1 Receptor Associated Kinase) or 
RIP (Receptor-Interacting Protein), which trigger the 
expression of antimicrobial defence molecules [28]. 
These kinases, which belong to the same class of 
non-RD kinases as plant kinases, are linked to innate 
immune reactions in representatives of both 
kingdoms [29]. The number of RLPs in plants is much 
lower than RLKs – in Arabidopsis there are about 
170, while in rice the equivalent figure is 90 [25]. 

RLPs and RLKs can be classified into different 
subfamilies according to domains or motifs in their 
ECDs. The N-terminal domain of Leucine-Rich 
Repeats (LRRs) is mainly involved in the recognition 
of proteins and peptides found in bacteria and 
viruses. 

Currently, a large number of pathogenic 
molecular patterns and corresponding receptors are 
known, but three ligand-receptor pairs are 
characterised in detail. The investigation into pattern-
recognising receptors began with the discovery of the 
Ха21 protein, which was found in rice (Oryza sativa 
L.) and the respective molecular pattern of bacterial 
phytopathogen Xanthomonas oryzae pv. oryzae 
(Xoo). This receptor specifically binds to Ax21, a 
sulphated 17-amino-acid peptide of the N-sector of 
proteins secreted by a given pathogen [30]. A well-
known pair is receptor FLS2 (Flagellin-Sensitive 2) 
which is found in Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., 
tomato (S. licopersicum) and tobacco (Nicotiana 
tabacum L.) and interacts with the 22-amino-acid 
peptide of the N-terminal segment of flagellin – flg22 
[23]. Another well studied pair of PRR-MAMPs is 
EFR (EF-Tu Receptor) and prokaryotic elongation 
factor EF-Tu. The epitope of this molecular pattern is 
formed by the first 18 amino-acids of the N-terminal 
(elf18) [31].  

The lysine domain (LysM) is present in 
receptors that recognise bacterial peptidoglycan and 
fungal chitin [16]. An example of a kinase that 
participates in the recognition of fungal ligands is 
Arabidopsis CERK1 (Chitin Elicitor Receptor Kinase 
1) with three extracellular LysM domains [32], LYP4 
and rice LYP6 [33].  

The Lectin RLK family includes receptors with a 
lectin domain, the presence of which allows 
recognition of bacterial lipopolysaccharides [34]. 
Another family of PRRs is represented by receptors 
containing the Epidermal Growth Factor (EGF) -like 
domain, whose presence determines the detection 
of oligogalacturonides [35]. 

Besides PАМРs, DAMPs – damage associated 
molecular patterns – may also signal the attack of a 
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pathogen. They include oligogalacturonides formed 
as a result of the influence of pectolytic enzymes of 
phytopathogens on pectin in the plant cell wall. 
Destruction of plant cell walls by microbial enzymes 
results in the formation of oligomers with a specific 
and constant structure [36]. DAMPs are detected by 
membrane receptor kinases and interact with the 
plant cell wall – WAK (Wall Associated Kinases) 
[37]. Kinases in this family were shown to determine 
the integrity of oligogalacturonides produced from 
plant cell walls and in the case of their integrity 
distortion are able to activate signal cascades and 
the transcription of resistance genes [35]. 

Association of receptor and ligand is known to 
cause changes in the conformation of receptor 
molecules, which fosters enhancement of affinity 
between receptor molecules. As receptor kinases 
laterally diffuse along the membrane, they quickly 
and readily form dimer complexes, and in some 
cases, form complexes with co-receptors. At the 
expense of the approximation of two receptors, 
kinase centers are activated, and receptor 
molecules begin to phosphorylate each other using 
serine and threonine residues in the area of the 
kinase center. Phosphorylation results in the 
formation of the active site – a platform serving to 
interact with further components of the signal chain. 
Thus, in the course of interaction, the flg22:FLS2 
kinase domain of the FLS2 receptor is quickly 
phosphorylated when stimulated by the flg22 
peptide and phosphorylated FLS2 is immediately 
dimerised with BAK1 kinase (Brassinosteroid 
Intensive 1 (BRI1)-Associated Kinase – BAK1) [38]. 
The crystal structure of the FLS2 ectodomain was 
determined in combination with flg22 and BAK1: the 
FLS2 ectodomain was found to have 28 LRR; 
binding to flg22 occurs in LRR3-16, and with BAK1 
in the region of LRR23-26 [39]. It should be noted 
that ВАK1 kinase participates in the perception of 
signals and the regulation of many other PRRs, as 
well as playing an important role in the regulation of 
the plant immune response. The phosphorylation of 
kinase BAK1 has been shown to occur in different 
amino acid residues [40]. The importance of ВАK1 
is reinforced by the fact that often this kinase acts as 
a target for some pathogen effectors, for example, 
AvrPto and AvrPtoB [41]. Following ВАK1 inhibition 
via these effectors, pattern-triggered immunity is 
suppressed.  

To further transduce the signal, another 
important component of the PRR complex is 
activated – Receptor-Like Cytoplasmic Kinase 
(RLCK) BIK1 (Botrytis-Induced Kinase 1). Mutual 
trans-phosphorylation of kinase domains BIK1 and 
FLS2/BAK1, which takes place within 30–60s of 
signal perception, results in conformational 
changes; in the long run, phosphorylated BIK1 is 
released to activate further signal components [42]. 
Moreover, BIK1 has been shown to trigger a 
cascade of reactions from several receptor 

complexes. Along with FLS2 / BAK1, BIK1 receives 
the signal from EFR and CERK1 [43].  

In Arabidopsis, BIK1 induces two synchronous 
cascades of activation in mitogen activated protein-
kinases, which contain MKK4/MKK5-MPK3/ MPK6 
and MEKK1/MKK1/MKK2-MPK4 [44, 45]. These 
cascades induce the activation of transcription 
factors in the WRKY family [46]. WRKY family 
proteins have a DNA-associating domain of about 
60 amino-acids and a conservative region 
WRKYGQK with a unique zinc-finger domain, with 
residues of cysteine and histidine. The presence of 
a DNA-associating domain allows these WRKY 
trans-factors to interact with cis-elements of the  
W-box (TTGACC/T motif), which is present in the 
promoter of defence reaction genes [47]. WRKY 
transcription factors are involved in the activation of 
the expression of RBOH-NADPH oxidase providing 
an oxidative burst in Nicotiana benthamiana [48]. 
Transcription factors, which are under control of 
WRKY family genes, are found in many plants. They 
participate in the formation of reactions providing 
resistance to biotic [49] and abiotic stressors, low 
temperatures and dehydration in particular [50, 51]. 

Signal transduction following pathogen stress 
activates the following defence mechanisms: 
change in calcium ion concentration, ROS and NO 
production, expression of defence enzyme genes 
and production of antimicrobial molecules, such as 
phytoalexins. At the same time, as part of PTI 
development, the biosynthesis of Salicylic Acid (SA) 
or Jasmonic Acid (JAC) and ethylene can be 
triggered, depending on the type of nutrition and the 
attack strategies of the pathogen [52]. 

It should be noted that the mechanism of the 
first non-specific level of innate immunity accounts 
for the development in plants of a response to the 
presence of symbionts and endophytes, as these 
microorganisms also possess PАМРs/MAMPs. 

Recent studies in the field of plant immunity 
highlight the important role of Post-Translational 
Modifications of proteins (PTMs) in the processes of 
rapid cell reprogramming and the regulation of 
defence responses to the perception of PAMPs [53]. 
The activity of kinases BAK1 and BIK1 decreases 
following the action of phosphatases PP2A and 
PP2C38, which leads to a decrease in the intensity 
of ROS production [54, 55]. In addition, the activity 
of kinase complexes in the perception of PAMPs 
and signal transmission can be regulated with E3 
ubiquitin ligases. It is assumed that ubiquitination of 
receptor kinases is necessary with a prolonged 
PAMP stimulus to “restart” the cell signaling [56, 57]. 

 
Effector-Triggered Immunity – ETI 
The second level of plant protection is specific 

effector-triggered immunity (ETI), which 
corresponds to the classical theory of “gene-for-
gene interaction”. This immunity is conferred 
through the activity of plant R-proteins, which 
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recognise a number of pathogen effectors (Avr-
proteins) and activate the hypersensitive response, 
which is fundamentally different from defence 
reactions in РТI [6, 58]. 

During evolution, plant pathogens, in their 
attempts to suppress the immunity of host plant, 
developed the ability to secrete specific protein 
molecules – effectors – which are transported 
directly to the cell through a universal Type 3 
Secretion System (TTSS). Effectors of one 
pathogen are numerous and, presumably, 
functionally interchangeable. The effectors’ target is 
most often plant kinases, which participate in the 
perception of molecular patterns and/or signal 
transfer. Thus, in Pseudomonas syringae, effectors 
AvrPto and AvrPtoB were detected, each targeting 
the FLS2–BAK1 complex, whose function is 
described above [59]. Another studied effector, 
P. syringae pv. tomato DC3000 – tyrosine phospha-
tase HopAO1, acts in plant cells on the kinase 
domains of FLS2 and EFR, suppressing the 
development of PTI [60]. It was experimentally 
established that the activity of effectors may be 
directed at receptor-like kinases containing a lysine 
motif (LysM-RK), thus, two tomato kinases – Bti-9 
and SlLyk1 – are targets for the AvrPtoB effector 
[61]. Effectors may also target other defence 
mechanisms in the plant – the effector Pep1 was 
shown to exert an effect on apoplastic peroxidase in 
maize plants, reducing the generation of ROS [62]. 

Effectors (Avr-gene products) are recognised by 
receptors (products of R-genes), which are 
intracellular nucleotide binding domain leucine-rich 
repeat domain-containing receptors (NLRs) [5]. 
Their structure is similar to that of Nod-like receptors 
in mammals [63] recognising microbial molecular 
patterns. Both receptors, plant and animal, are 
intracellular proteins containing central nucleotide-
associating domains involved in activation and 
multimerisation, as well as LRR domains [16]. The 
group of scientists headed by Y. Kadota demon-
strated that R-proteins of mammalian Nod-like re-
ceptors and plant NLRs, along with structural 
similarity, perform analogous functions. It was also 
established that the stability of these receptors, both 
in plants and in animals, is regulated by a 
chaperone complex containing HSP90 (Heat Shock 
Protein 90) and SGT1 (Suppressor of G-Two Allele 
of Skp1) [64]. Both NLRs in plants and in animals 
are classified in accordance with the architecture of 
the N-terminal domain. Two major classes of 
cytoplasmatic NLRs are described: CC-type NLRs 
(CNLs) contain coiled coil motifs and TIR-type NLRs 
(TNLs) possess N-terminal homology with the 
intracellular TIR-domain. Homology between the 
TIR in plant protein receptors and Toll proteins in 
Drosophila and IL-1R (receptor of interleukin-1) in 
mammals allows the presumption of a universal 
execution of mechanisms and immune signal 
transmission pathways for all multicellular 

organisms. This is one more in a number of pieces 
of evidence proving the existence of homologous 
structures and mechanisms in animals and plants, 
thereby confirming the conservative nature and 
significance of these processes in the immunity of 
all organisms. 

In plants, effectors may be “recognised” via 
immediate association with NLRs or indirectly, via 
adaptor proteins. Such indirect recognition is 
accounted for by the guard hypothesis, which holds 
that NLRs are associated with adaptor-proteins 
acting as targets for microbial effectors. Interaction 
of effector with adaptor-protein modifies the latter, 
and as a result is recognised by an R-protein, which 
in its turn induces the activation of ETI defence 
reactions [65]. In Arabidopsis, the ETI activation 
system was explored, which confirmed the guard 
hypothesis. Effectors AvrRpt2, AvrRpm1 and AvrB, 
products of relevant Аvr-genes of bacteria 
P. syringae pv. tomato and P. syringae pv. 
maculicola, modify target protein RIN4 (RPM1-
Interacting Protein4) in Arabidopsis. AvrRpm1 and 
AvrB modify RIN4 via phosphorylation, and AvrRpt2 
via proteolysis. Conformation of the RIN4 protein is 
checked by receptor proteins RPS2 (Resistance to 
Pseudomonas Syringae 2) and RPM1 (Resistance 
to Pseudomonas Syringae pv. Maculicola 1) – 
products of respective R-genes. Therefore, phos-
phorylation and proteolysis of adaptor proteins, 
respectively, defines their recognition by receptors 
and activates RPM1- and RPS2-dependent 
immunity in ETI [66].  

Within the framework of the “guard” hypothesis 
another scenario is probable – the so-called “decoy” 
model – whereby a mediator protein acts not as a 
target for a pathogen effector, but only as its 
structural analogue, which competes for association 
with the effector [67]. This situation is illustrated with 
the Prf protein, intracellular receptor of tomato 
plants of NLRs type, which forms a complex with 
mediator protein kinase Pto. Pto kinase has a 
structural analogy with kinase domains FLS2 and 
CERK1, which act as targets for AvrPto and 
AvrPtoB [68]. 

In addition to this, there is one more model of 
interaction between effectors and specific receptors 
activating ETI – the “bait-and-switch” model. NLRs 
may associate effectors only after they have formed 
a complex with a mediator protein. This may be 
accompanied by dramatic enhancement of the 
affinity of the “plant mediator protein /effector to  
R-protein” complex [69]. 

The mechanisms of further signal transfer 
conveyed by NLRs have not been completely 
studied, but the following signal transduction model 
is proposed: activated NLRs move to the nucleus 
and immediately interact with transcription factors to 
trigger the expression of defence genes – NLRs 
such as tobacco N-protein, barley MLA10 protein 
(Hordeum vulgare L.) and protein RPS4 Arabidopsis 
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are synthesised in the cell cytoplasm, but in order to 
function and activate plant defence genes, they 
need to accumulate in the nucleus [70, 71].  

Following NLR activation, effector-activated 
immunity reactions partially correspond with the 
reactions of non-specific immunity, including the 
activation of subsequent МАРK cascades and 
WRKY transcription factors. This stage of signal 
transduction can also be a target for effectors; for 
example, the bacterial effector PopP2 is capable of 
acetylating certain transcription factors of WRKY, 
which disrupts their ability to bind to promoters of 
defence genes [72]. During normal activation of 
WRKY factors, further molecular events occur, such 
as a change in ion streams, ROS and NO 
accumulation in addition to the activation of a 
transcription of the group of genes that produce PR 
proteins, for biosynthesis of salicylic and jasmonic 
acids, as well as ethylene, resulting in the activation 
of the hypersensitive response and development of 
systemic resistance [73]. It is important to note that 
the intensity of analogous molecular events in РTI 
and ETI differs considerably [74]. Effector-triggered 
immunity is characterised by a significantly higher 
amplitude in the development of immune response 
defence reactions, which, according to some 
researchers, proves that quantitative differences are 
more significant for hypersensitive response 
induction than qualitative differences [6].  

 
“Zig-zag model” of innate immunity system 

The “Zig-zag model” proposed by Jones and 
Dangl in 2006 reflects a continuous process of 
improvement in pathogen “attack” strategies and the 
mechanisms of the plant immune response as a 
result of evolutionary adaptation during plant-
microbe interactions. The model was put forward as 
an illustration of evolution in the relations within the 
“P. syringae – tomato plant” phytopathosystem 
(Picture). Perception of bacterial molecular patterns 
(in this case – flg22) is carried out by a pattern-
recognising receptor (FLS2), which is accompanied 
by its interaction with BAK1 kinase and brings about 
the development of non-specific pattern-triggered 
immunity (PTI). In the course of joint evolution, the 
phytopathogen acquires the ability to secrete 
effectors into plant cells(in the case of P. syringae – 
AvrPtoB). An important role in this process is played 
by the type-3 secretion system, which ensures 
effectors are delivered directly into the cytoplasm, 
bypassing the cell wall and membrane. It may be 
assumed that the emergence in pathogens of such 
a system is conditioned by the necessity to transport 
effectors directly into the cell to suppress pattern-
triggered immunity.  

As mentioned above, the AvrPtoB effector  
is targeted at FLS2–BAK1 complex, which leads  
to the suppression of pattern-triggered immunity and 
fosters disease development. In the course  
of further co-evolution the necessity to survive 
resulted in emergence in plants of effector detection 

 

 
 

Evolution in the relations plant-microbe interactions within phytopathosystem 
“P. syringae – tomato plant” 

 

Эволюция растительно-микробных взаимоотношений в фитопатосистеме 
«P. syringae – растение томата» 
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systems. Emergence in plants of R-genes, whose 
products are able to recognise the effector and 
activate defence reactions results in a second 
specific level of immunity. Resistant tomato plants 
possessing the product of R-genes (Prf kinase) 
recognise bacterial effectors with the help of an 
intermediate (Fen kinase) to induce enhanced 
protection (ETI). To counteract this, P. syringae 
acquires new functions in AvrPtoB, at the expense 
of developing the E3 ligase domain, which marks 
Fen for degrading, again resulting in the 
development of disease. In turn, tomato plants 
generate a new intermediate protein – Pto kinase – 
which is resistant to degradation and triggers ETI 
inducing the hypersensitive response.  

It should be noted that long-term joint evolution 
of plant and pathogen resulted in the development 
of diverse alternative interaction strategies in both 
parties. As mentioned above, bacteria are 
characterised by large effector sets, while plants 
have “side tracks” both on the level of detection 
(Fen kinase and Pto kinase), and on the level of 
signal transduction. The WRKY domain in the NLR 
RRS1 (Resistance to Ralstonia Solanacearum 1) 
was shown to be acetylated by the bacterial effector 
Pop2P, along with the WRKY transcription factors. 
The authors of the study suggested that during 
evolution, the WRKY domain was inserted into the 
protein RRS1 as “bait” for recognising effector 
activity and subsequently inducing ETI [75].  

 
CONCLUSION 
The analysis of contemporary scientific 

publications in this area, which presents and 
discusses diverse molecular-genetic aspects of 
plant immunity taking into account evolution 
processes, allowed the authors to infer the following. 
Successful colonisation of plants requires the 
pathogen, after overcoming the constitutive barriers, 
to combat the two-layer innate immunity of the plant. 
The first level is non-specific innate immunity (PTI), 
based on recognition of PAMPs/DAMPs using PRR. 
Patterns of plant immune response formed as a 
result of plant cell wall attack by hydrolytic enzymes 
of the pathogen. РAMPs are invariant and 
conservative for a given class of microbes and their 
changes in the course of evolution seem unlikely as 
the vast majority are structural elements of the 
organisms (cell walls, flagella). Therefore, РАМР 
modifications in the course of evolution may 
negatively affect pathogen survivability. However, a 

small number of changes which do not disturb cell 
structure do exist, giving the pathogen a chance to 
avoid recognition by the plant via PAMPs.  

An important evolutionary acquisition in 
pathogen strategy is the development of effectors. 
In order to suppress PRR-mediated defence 
reactions and РТI some pathogens developed the 
ability to synthesise effectors and deliver them 
directly to the plant cell cytoplasm via Type III 
secretion. Significant modifications of effectors or 
elimination of one or even several of them will pose 
no threat to the vital functions of the microbe, as it 
synthesises a large number of effectors, which are 
functionally interchangeable and often derived from 
older effectors 

Plants, through the course of their own 
evolution, developed the ability to detect pathogen 
effector proteins (or effector-induced changes in the 
structure/function of their own proteins) via 
cytoplasmatic receptors, triggering effector-activated 
specific resistance – ETI – which is the second level 
of innate immunity characterised by faster and more 
intense defence reactions to pathogens, as well as 
development of the hypersensitive response, 
systemic resistance and immune memory.  

The above discussion prompts the conclusion 
that pathogen virulence factors and plant resistance 
mechanisms have confronted each other throughout 
their evolution and are being constantly improved as 
a result: enhancement of plant resistance to 
pathogens is a result of pathogens successfully 
modifying their virulence factors or acquiring the 
ability to avoid immune detection. In its turn, 
enhancement of plant resistance to pathogens is a 
result of successful plant evolution in respect to their 
ability to recognise the “opponent”, involving various 
additional molecules and alternative mechanisms 
(adaptor proteins, co-receptors, ubiquitination 
mechanisms, etc.). Thus, the plant provides an 
effective defence response in a timely and adequate 
manner. Evolutionary processes of plant and 
pathogen take place together and react to one 
another. Following testing for feasibility of structures 
and mechanisms they become permanent during 
the evolution and are used by various organs even 
under stresses of a different nature. A detailed study 
of all the links and elements of the relationship, 
which determines the establishment of innate 
immunity, is far from complete. This is particularly 
true for in plants especially. Studies addressing 
these issues will be conducted in the near future. 
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Влияние низкотемпературной обработки на активность 
протеолитических ферментов различных видов муки 
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Резюме: Целью работы являлось изучение влияния низкотемпературной обработки на актив-
ность протеолитических ферментов различных видов и сортов муки. Настоящее исследование 
позволило более глубоко представить комплекс механизмов, вызывающих изменение биотехноло-
гических процессов в тестовых полуфабрикатах при низкотемпературном хранении. Результаты 
исследования по влиянию длительного низкотемпературного воздействия на активность про-
теолитических ферментов различных видов муки показали, что исследуемый параметр зависит 
от рН среды, а также видовой принадлежности муки. При низкотемпературном хранении наблю-
дается тенденция к понижению активности кислых протеаз как традиционных, так и нетрадици-
онных для хлебопечения видов муки в среднем на 10%. Активность слабокислых и слабощелочных 
протеаз под действием отрицательных температур при хранении зависит от вида исследуемой 
муки. По мере увеличения продолжительности низкотемпературного воздействия протеолити-
ческая активность полбяной, пшеничной и гречневой муки при рН=5,5 снижается в среднем на 20, 
12,5 и 18% соответственно, тогда как ржаной и овсяной, напротив, увеличивается на 12 и 28% 
соответственно. Под влиянием замораживания и в ходе низкотемпературного хранения происхо-
дит прирост активности слабощелочных протеаз всех исследуемых видов и сортов муки на 
15,9%, за исключением гречневой, протеолитическая активность которой по мере хранения сни-
жается в 1,5–2 раза. Установлено, что наибольшую стойкость к длительному хранению в замо-
роженном виде проявляют протеолитические ферменты кукурузной муки. Знание о степени влия-
ния низкотемпературной обработки на активность протеолитических ферментов позволит про-
гнозировать реологические свойства тестовых полуфабрикатов, структурно-механические и 
органолептические характеристики готовой продукции, а также более грамотно подойти к раз-
работке рецептур и технологических параметров тестоприготовления нового ассортимента 
хлебобулочных изделий на основе замороженных полуфабрикатов как из традиционных, так и не- 
традиционных для хлебопечения видов муки. 
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Abstract: This work was aimed at investigating effects of low-temperature processing on the activity of pro-
teolytic enzymes in various flour types. This study allowed an improved understanding of the mechanisms 
that change biotechnological processes in semi-finished dough products during low-temperature storage. 
The study of the effect of long-term low-temperature exposure on the activity of proteolytic enzymes in vari-
ous flour types showed that this parameter depends on the medium pH, as well as on the flour type. During 
low-temperature storage, the activity of acid proteases tend to decrease by, on average, 10% in both tradi-
tional and non-traditional types of flour used for baking. The activity of weakly acidic and weakly alkaline pro-
teases under the influence of low temperatures during storage depends on the flour type. At pH = 5.5, an 
increase in the duration of low-temperature exposure leads to a decrease in the proteolytic activity of spelt, 
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wheat and buckwheat flour by, on average, 20, 12.5, and 18%, respectively. Conversely, this parameter in-
creases in rye and oat flour by 12 and 28%, respectively. Under the influence of freezing and during low-
temperature storage, the activity of weakly alkaline proteases in all studied flour types increases by 15.9%, 
except for buckwheat, the proteolytic activity of which decreases by 1.5–2 times during storage. It was estab-
lished that proteolytic enzymes of corn flour exhibit the greatest resistance to long-term storage in a frozen 
form. Knowledge of the effect of low-temperature processing on the activity of proteolytic enzymes is im-
portant for predicting the rheological properties of semi-finished dough products and structural-mechanical 
and organoleptic characteristics of finished products. In addition, this knowledge facilitates the development 
of recipes and technological parameters for producing new bakery products based on frozen semi-finished 
products from traditional and non-traditional flour types. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Большое внимание сегодня уделяется про-

мышленному использованию достижений крио-
технологии в производстве продуктов питания, 
при этом значительная доля рынка заморожен-
ных продуктов приходится на тестовые полу-
фабрикаты. Во всем мире выпускается широкий 
ассортимент замороженных полуфабрикатов из 
пшеничной муки, в нашей стране ведутся иссле-
дования по разработке и совершенствованию 
криотехнологии ржаных и ржано-пшеничных из-
делий [1–3]. 

Как отмечают специалисты, при использова-
нии криотехнологии в хлебопечении возникает 
ряд проблем, которые связаны с нарушением 
хода биотехнологических процессов, протекаю-
щих на стадиях замеса и брожения теста. Дли-
тельное воздействие процессов замораживания 
и хранения тестовых полуфабрикатов в заморо-
женном виде приводит к снижению качества де-
фростированных полуфабрикатов и готовых из-
делий из них [4–11]. Многие отечественные и 
зарубежные исследователи в данной области 
связывают это с гибелью дрожжей и молочно-
кислых бактерий – основных участников процес-
са брожения [4–6, 12–15], в связи с чем предла-
гаются различные биотехнологические решения 
названной проблемы [1, 2, 14, 16–21]. Однако в 
основе процессов брожения теста и формирова-
ния качественных показателей хлебобулочных 
изделий лежат также каталитические превраще-
ния компонентов муки под воздействием фер-
ментов протеолитического и амилолитического 
действия. Протеолитические ферменты муки 
играют важную роль в процессах созревания те-
стовых полуфабрикатов, в частности, оказывают 
влияние на протекание биохимических процес-
сов при брожении теста, определяют его реоло-
гические свойства, структурно-механические и 
органолептические характеристики хлебобулоч-

ных изделий.  
Протеиназы пшеничной и ржаной муки рас-

щепляют белки по пептидным связям, их относят 
к протеолитическим ферментам типа папаиназ, 
для которых характерна способность активиро-
ваться соединениями восстанавливающего дей-
ствия, например, соединениями, содержащими 
сульфгидрильную группу – SH (цистеин, глюта-
тион), и инактивироваться окислителями, такими 
как бромат калия, перекись водорода, кислород 
воздуха и др. [20]. 

Начальной формой действия протеиназы яв-
ляется дезагрегация белка, нарушение его чет-
вертичной и третичной структур. Действие про-
теиназы на клейковину и тесто приводит к силь-
ному их разжижению, понижению упругости и 
увеличению текучести. Принято считать, что 
протеиназа зерен пшеницы имеет зону оптимума 
кислотности в пределах рН = 4–5,5 и темпера-
турный оптимум около 45 °С. Однако существен-
ную роль могут играть и нейтральные протеина-
зы с оптимумом рН = 6,75. Оптимальные значе-
ния рН для действия протеиназы ржаной муки 
лежат в пределах 4,0–5,0 [20]. 

В настоящее время достаточно хорошо изу-
чен белково-протеиназный комплекс пшеничной 
и ржаной муки, проводятся исследования по изу-
чению фракционного состава белков и опреде-
лению активности протеаз овсяной, полбяной, 
кукурузной, ячменной, тритикалевой и других 
видов муки. Интерес ученых к данным нетради-
ционным для хлебопечения видам муки вызван 
их высокой пищевой ценностью. Особое внима-
ние исследователей привлекают цельнозерно-
вые виды муки, которые отличаются высоким 
содержанием пищевых волокон, витаминов, ми-
неральных веществ и аминокислот. 

Низкотемпературное воздействие на тестовые 
полуфабрикаты вызывает укрепление их клейко-
винного каркаса, при этом тесто теряет эластич-
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ность и становится малорастяжимым. Однако при 
длительном хранении тестовых полуфабрикатов 
в замороженном виде может произойти и пере-
кристаллизация льда, приводящая к механиче-
скому разрушению и ослаблению структуры клей-
ковины. Таким образом, криообработка тестовых 
полуфабрикатов отрицательно влияет на реоло-
гические характеристики теста, что в свою оче-
редь приводит к снижению качественных показа-
телей готовых изделий, в частности, ухудшаются 
структурно-механические свойства мякиша, сни-
жается пористость и удельный объем хлеба [4–9]. 

В научно-технической литературе практиче-
ски отсутствует информация о влиянии отрица-
тельных температур на активность ферментов 
муки и тестовых полуфабрикатов, вырабатывае-
мых на основе криотехнологии, за исключением 
работ отечественных ученых, где представлены 
данные об изменении активности протеолитиче-
ских ферментов в замороженных полуфабрика-
тах для булочных изделий из пшеничной муки. 
Настоящее исследование восполняет этот про-
бел и позволяет более глубоко представить ком-
плекс механизмов, приводящих к изменению 
биотехнологических процессов в тестовой среде 
после криообработки. Целью настоящей работы 
явилось исследование влияния низкотемпера-
турной обработки на активность протеолитиче-
ских ферментов различных видов и сортов муки. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Объектами исследования служили традици-

онные и нетрадиционные для массового произ-
водства хлебобулочных изделий виды и сорта 
муки, характеристика которых приведена в 
табл. 1. 

Муку перемешивали с водой комнатной темпе-
ратуры и замешивали модельное тесто влажно-
стью 40%, после замеса тесто сразу же разделы-
вали на куски массой 100 г и подвергали низкотем-
пературной обработке в шкафу шоковой замороз-
ки марки Apach SH03 при температуре минус  
25–30 

о
С. Образцы теста в замороженном виде 

хранили в течение 4-х недель. Дефростацию про-

водили при комнатной температуре до достижения 
температуры в центре образцов 18 

о
С. 

Для выделения протеаз из опытных образцов 
использовали физиологический раствор с кон-
центрацией NaCl 1%, для чего 10 г теста поме-
щали в керамическую ступку и тщательно расти-
рали с добавлением солевого раствора, а после 
перемещали в колбу объемом 100 мл. Введение 
раствора проводили порционно, учитывая при 
этом потерю влаги заготовками во время замо-
раживания и дефростации, а также содержание 
влаги в заготовках. Суспензию тщательно пере-
мешивали и выдерживали при температуре 4 

о
С 

в течение одного часа для экстракции фермен-
тов. Осадок отделяли центрифугированием в 
течение 10 мин при 7000 об./мин. Полученную 
надосадочную жидкость использовали для опре-
деления суммарной протеолитической активно-
сти объектов исследования. Активность протеаз 
оценивали методом Ансона, о протеолитической 
активности судили по количеству высвободивше-
гося тирозина, накопившегося за 1 ч под дей-
ствием протеаз муки в расчете на 1 мг белка. В 
качестве субстрата для кислых протеаз исполь-
зовали 2%-й раствор альбумина на 0,2 М аце-
татном буфере, рН = 3,0 и рН = 5,5; для щелоч-
ных – 2%-й раствор казеина на 0,2 М фосфатном 
буфере, рН = 8,0.  

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Активность протеолитических ферментов му-

ки во многом зависит от вида зерна, из которого 
она получена, способа получения, сорта муки, 
значений рН среды, наличия в тесте активаторов 
и ингибиторов и др. [20, 21]. Результаты иссле-
дования активности протеаз анализируемых ви-
дов и сортов муки в зависимости от значений рН 
среды приведены в табл. 2. 

Полбяная мука вырабатывается из зерна 
полбы – полудикой культуры пшеницы. Вслед-
ствие данного родства проводится много изыс-
каний,  направленных  на изучение  химического 
состава  зерен  полбы, а  также полбяной муки в 

 

Таблица 1. Характеристика объектов исследования 
 

Table 1. Characteristics of research objects 
 

Вид и сорт муки Производитель Влажность, % 
Содержание  

белка, 
г/100 г 

Содержание  
белка, 

г/100 г СВ 

Пшеничная высшего сорта 
Пшеничная 1 сорта 
Пшеничная обойная 
Пшеничная цельнозерновая 
Ржаная обойная 
Ржаная обдирная 
Ржаная цельнозерновая 
Полбяная цельнозерновая 
Овсяная 
Кукурузная 
Гречневая 

ОАО «Казаньзернопродукт» 
ОАО «Казаньзернопродукт» 
ПАО «Петербургский мельничный комбинат» 
ПАО «Петербургский мельничный комбинат» 
ОАО «Казаньзернопродукт» 
ОАО «Казаньзернопродукт» 
ООО «Гарнец» 
ООО «Гарнец» 
ООО «Гарнец» 
ООО «Гарнец» 
ООО «Гарнец» 

13,6 
14,2 
14,0 
12,8 
13,4 
14,0 
13,2 
11,6 
14,2 
12,0 
12,6 

9,94 
10,12 
10,20 
11,45 
10,29 
9,17 

11,06 
14,32 
12,91 
9,15 

13,43 

11,50 
11,79 
11,86 
13,13 
11,88 
10,66 
12,74 
16,20 
15,05 
10,40 
15,37 
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сравнении с пшеничной мукой. Авторами работы 
[22] показано, что сумма белковых спирторас-
творимых и щелочерастворимых фракций в пол-
бяной муке почти на 20% меньше аналогичной 
суммы в пшеничной муке, что может оказать су-
щественное влияние на активность протеаз в 
тесте. Установлено, что активность протеолити-
ческих ферментов полбяной муки увеличивается 
на 18,5% при повышении значений рН среды от 
3,0 до 8,0. 

Протеолитические ферменты ржаной муки 
проявляют большую активность по сравнению  
с протеазами пшеничной муки высшего и перво-
го сортов. Следует отметить, что активность 
протеаз в ржаной муке из цельного зерна выше 
на 14,5% по сравнению с обойной и обдирной. 
При этом активность протеолитических фермен-
тов ржаной муки зависит от pH среды, наиболее 
высокую активность протеазы проявляют в кис-
лой среде. В тесте из ржаной муки вследствие 
способности ее белков неограниченно набухать 
и переходить в коллоидный раствор, а также вы-
сокого содержания альбуминов и глобулинов, 
атакуемость белков протеолитическими фер-
ментами значительно возрастает [20]. 

Среди нетрадиционных для хлебопечения ви-
дов муки значительно высокую активность прояв-
ляют протеолитические ферменты гречневой му-
ки, активность протеаз колеблется в диапазоне 
2,624–2,738 мкмоль тирозина/ч и существенно не 
зависит от рН среды. В кукурузной муке выявлен 
относительно невысокий уровень активности про-
теолитических ферментов (0,762 мкмоль тирози-
на/ч) по сравнению с другими исследуемыми об-
разцами, при этом зависимости значений протео-
литической активности кукурузной муки от рН 
среды не обнаружено. Активность протеаз овся-
ной муки лежит в диапазоне 1,049–1,174 мкмоль 
тирозина/ч, при этом активность протеолитиче-
ских ферментов в слабощелочной среде на 12% 
больше, чем в кислой. 

Таким образом, результаты исследования 
показали, что кислые протеазы наиболее актив-
ны у ржаной и овсяной муки, щелочные – у пше-

ничной, полбяной, кукурузной и гречневой. 
Наиболее чувствительными к изменению рН 
среды являются следующие виды муки: пшенич-
ная обойная, пшеничная цельнозерновая и пол-
бяная. При разработке рецептур из данных сор-
тов муки возможна корректировка активности 
протеолитических ферментов, что позволит ре-
гулировать качественные показатели готовой 
продукции и выпекать изделия с нужными реоло-
гическими характеристиками. 

С целью изучения влияния низкотемператур-
ной обработки на активность протеолитических 
ферментов муки тестовые заготовки заморажи-
вали и хранили в замороженном виде в течение 
1 мес. Результаты исследования низкотемпера-
турного воздействия (от -25 до -30 

о
С) на актив-

ность протеаз пшеничной и ржаной муки в зави-
симости от pH среды представлены на рис. 1. 

Установлено, что после низкотемпературного 
хранения теста из пшеничной муки в течение  
1 недели отмечается снижение протеолитиче-
ской активности у всех исследуемых образцов 
вне зависимости от сортовой принадлежности. 
Наибольшее понижение активности протеолити-
ческих ферментов наблюдается у пшеничной 
обойной муки в слабощелочной среде (выявлено 
понижение активности на 30%). Дальнейшее 
увеличение продолжительности замораживания 
не приводит к существенным изменениям актив-
ности протеолитических ферментов пшеничной 
муки в кислой среде при значениях рН = 3,0 и 
5,5. Однако по мере увеличения хранения полу-
фабрикатов в замороженном виде отмечается 
прирост активности слабощелочных протеаз 
пшеничной обойной муки. 

При изучении влияния отрицательных тем-
ператур на протеолитическую активность сортов 
ржаной муки установлено, что активность кислых 
протеаз в обойной и обдирной муке снижается в 
среднем на 5–10%, тогда как в слабокислой и 
слабощелочной реакциях среды отмечается 
увеличение активности на 12,5 и 8,5% соответ-
ственно. При дальнейшем увеличении длитель-
ности хранения теста в замороженном виде в

 
Таблица 2. Протеолитическая активность муки, мкмоль тирозина за 1 ч в расчете на 1 мг белка 
 

Table 2. Proteolytic activity of flour, μmol of tyrosine for 1 hour per 1 mg of protein 
 

Объект исследования 
Активность протеаз при pH 

3,0 5,5 8,0 

Пшеничная высшего сорта 0,382±0,018 0,378±0,014 0,386±0,020 
Пшеничная 1 сорта 0,571±0,022 0,615±0,017 0,698±0,013 
Пшеничная обойная 1,447±0,024 1,510±0,019 1,616±0,021 
Пшеничная цельнозерновая 1,511±0,017 1,566±0,020 1,694±0,016 
Ржаная обойная 1,575±0,019 1,559±0,022 1,469±0,022 
Ржаная обдирная 1,556±0,021 1,513±0,015 1,475±0,019 
Ржаная цельнозерновая 1,792±0,023 1,759±0,018 1,733±0,019 
Полбяная цельнозерновая 1,215±0,016 1,424±0,013 1,442±0,016 
Овсяная 1,049±0,029 1,087±0,021 1,174±0,027 
Кукурузная 0,748±0,017 0,763±0,022 0,777±0,025 
Гречневая 2,624±0,066 2,720±0,034 2,738±0,054 
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Рис. 1. Влияние процессов замораживания и хранения на активность протеаз пшеничной  
и ржаной муки различных сортов при pH: 3,0 (a), 5,5 (b), 8,0 (c) 

 

Fig. 1. Effect of freezing and frozen storage on the proteases activity of various varieties of wheat  
and rye flour at pH: 3,0 (a), 5,5 (b), 8,0 (c) 
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образцах из ржаной муки происходит постепен-
ное снижение активности протеаз в кислой среде 
на 26–28%, в слабокислой и слабощелочной 
средах наблюдается прирост ферментативной 
активности (увеличение содержания в пробах 
продуктов гидролиза белков при рН = 5,5 и 8,0 
составляет: для ржаной обойной муки – 19,3 и 
14,3% соответственно, для обдирной – 12,6 и 
16,5%). 

Таким образом, на активность протеолитиче-
ских ферментов пшеничной и ржаной муки после 
низкотемпературной обработки значительное 
влияние оказывает pH среды. 

Следует отметить, что низкотемпературная 
обработка образцов из цельнозерновых видов 
пшеничной и ржаной муки приводит к несуще-
ственному снижению активности протеолитиче-
ских ферментов при низких значениях рН среды 
(рис. 2). При хранении образцов в замороженном 
виде наблюдается снижение активности в слабо-
кислой среде (при рН = 5,5) у пшеничной муки на 
15,9%, тогда как у образцов из цельнозерновой 
ржаной муки отмечается прирост активности 
слабокислых протеаз в процессе хранения об-
разцов в замороженном виде на 13,2%.  

Известно, что оптимум активности протеоли-
тических ферментов зерна пшеницы и ржи лежит 
в слабокислой среде в диапазоне рН = 4,0-5,5 и 
существенно зависит от наличия в среде актива-
торов или ингибиторов реакции протеолиза. По-
видимому, в процессе низкотемпературного хра-
нения ржаной цельнозерновой муки происходит 
высвобождение веществ – активаторов протео-
лиза, чем и объясняется прирост протеолитиче-
ской активности данных образцов в слабокислой 
среде. 

В присутствии соединений восстанавливаю-
щего действия, в частности, содержащих 
сульфгидрильную группу (SН), например, таких 
как цистеин, глютатион, активность протеолити-
ческих ферментов муки возрастает. Следует от-
метить, что данные соединения содержатся пре-
имущественно в периферической части зерна и 
зародыше, которые не удаляются при помоле 
зерна при получении цельнозерновой муки в от-
личие от других рассматриваемых сортов.  

В ходе исследований не подтвердился пред-
полагаемый прирост активности при изучении 
влияния низкотемпературных воздействий на 
активность протеиназ пшеничной муки из цель-
ного зерна при оптимальных значениях рН сре-
ды. По-видимому, процессы дезагрегации и де-
гидратирования молекулы фермента, а также 
механическое разрушение его структуры круп-
ными кристаллами льда, образующимися при 
длительном хранении образцов из пшеничной 
цельнозерновой муки в замороженном виде, 
преобладают над процессами высвобождения 
соединений – активаторов протеолиза, в резуль-
тате чего наблюдается снижение активности 

протеаз на протяжении всего периода исследо-
ваний [5, 6]. 

Результаты исследования показали, что ще-
лочные протеазы пшеничной и ржаной цельно-
зерновой муки демонстрируют стабильность к 
низкотемпературному воздействию. Установле-
но, что показатель активности протеолитических 
ферментов данных видов муки при рН = 8,0 су-
щественно не зависит от продолжительности 
хранения образцов в замороженном виде. 

Среди цельнозерновых видов муки наиболь-
шее изменение активности протеолитических 
ферментов во время хранения отмечается у 
гречневой муки: вне зависимости от рН среды 
активность протеаз в гречневой муке после од-
нонедельного хранения образцов резко падает 
(в кислой среде активность снижается на 23,4%, 
в слабокислой – на 6%, а в слабощелочной –  
на 20,4%). Следует отметить, что при увеличе-
нии низкотемпературной обработки опытных об-
разцов из гречневой муки до четырех недель 
протеолитическая активность муки снижается в 
1,5–2 раза от первоначальных значений. 

Выявлено, что при замораживании образцов 
из полбяной муки происходит снижение активно-
сти протеаз как в кислой, так и в слабощелочной 
среде в среднем на 15–20%. По мере хранения 
экспериментальных образцов отмечается при-
рост ферментативной активности при всех ис-
следуемых значениях рН, при этом протеолити-
ческая активность муки после продолжительного 
хранения образцов в замороженном виде дости-
гает практически исходных значений. 

В результате проведенных исследований 
было установлено, что активность протеаз овся-
ной цельнозерновой муки при рН = 3,0 под воз-
действием отрицательных температур суще-
ственно не изменяется в течение всего экспери-
мента. Однако в слабокислой и слабощелочной 
средах отмечается увеличение ферментативной 
активности в образцах из овсяной цельнозерно-
вой муки на 31,9 и 43,7% соответственно.  

Установлено, что наибольшую устойчивость 
к длительному низкотемпературному хранению 
проявляют протеазы кукурузной муки: протеоли-
тическая активность данного вида муки колеб-
лется в диапазоне 0,724–0,824 мкмоль тирози-
на/ч и не зависит ни от рН среды, ни от продол-
жительности низкотемпературной обработки. 

Понижение активности протеаз при низко-
температурной обработке может быть вызвано 
несколькими причинами, одной из которых явля-
ется денатурация белковых молекул муки, а так-
же декстринизация и деструкция крахмала при 
низкотемпературном хранении, вследствие чего 
происходит накопление низкомолекулярных са-
харистых веществ и декстринов, которые увели-
чивают эффект ингибирования активности про-
теолитических ферментов [16]. 
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Рис. 2. Зависимость активности протеолитических ферментов цельнозерновых видов муки от продолжительности  
их низкотемпературной обработки при рН: 3,0 (a); 5,5 (b), 8,0 (c)  

 

Fig. 2. Changes in the proteases activity during frozen storage  
of various varieties of whole grain flour at pH: 3,0 (a), 5,5 (b), 8,0 (c) 

 

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

пшеничная  ржаная  гречневая полбяная овсяная кукурузная  

П
р

о
те

о
л

и
ти

че
ск

ая
 а

кт
и

вн
о

ст
ь,

  
м

км
о

л
ь 

ти
р

о
зи

н
а 

/ 
ч

 

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

пшеничная  ржаная гречневая полбяная овсяная кукурузная 

П
р

о
те

о
л

и
ти

че
ск

ая
 а

кт
и

вн
о

ст
ь,

  
м

км
о

л
ь 

ти
р

о
зи

н
а 

/ 
ч

 

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

пшеничная ржаная гречневая полбяная овсяная кукурузная 

П
р

о
те

о
л

и
ти

че
ск

ая
 а

кт
и

вн
о

ст
ь,

  
м

км
о

л
ь 

ти
р

о
зи

н
а 

/ 
ч

 

Продолжительность замораживания: 1 нед. 2 нед. 3 нед. 4 нед. 

с  



Китаевская С.В., Решетник О.А. Влияние низкотемпературной обработки на активность … 
Kitaevskaya S.V., Reshetnik O.A. Effects of low-temperature treatment on the activity … 

 

 

446 
 

ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 
 

  
 

Характер и степень изменения активности про-
теаз в муке при низкотемпературной обработке 
могут быть обусловлены также гидролитическим 
расщеплением белков и разрушением отдельных 
аминокислот. Известно, что во время заморажива-
ния и дефростации тестовых полуфабрикатов про-
исходит денатурация белка, наблюдается декар-
боксилирование и дезаминирование свободных 
аминокислот [4–6]. Данное обстоятельство может 
привести к повышению кислотности в тесте, что и 
обусловливает электростатическую неустойчи-
вость белков. Кроме того, замораживание тесто-
вых заготовок приводит к дезагрегации и дегидра-
тированию белковых компонентов муки, в том чис-
ле и ферментов [5, 6]. 

В течение длительного хранения кристаллы 
льда со временем могут претерпевать рекри-
сталлизацию (оствальдовское созревание) [4, 6], 
вследствие чего образуются более крупные кри-
сталлы, которые способны механически нару-
шать целостность белков, что может привести к 
изменению конформации молекулы фермента, 
вследствие чего его активность резко снижается. 

Повышение активности протеолитических 
ферментов муки под воздействием отрицатель-
ных температур можно объяснить обратимостью 
денатурации протеаз в слабокислой и слабоще-
лочной средах [10, 11], а также накоплением в 
тесте при длительном хранении в замороженном 
виде веществ восстановительного действия – 
активаторов протеолиза. 

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Протеолитические ферменты муки активно 

воздействуют на клейковину, тем самым умень-
шают вязкость теста, увеличивают его пластич-
ность и эластичность, в связи с чем сокращается 
продолжительность замеса тестовых полуфаб-
рикатов для формирования оптимальных реоло-

гических свойств. Снижение активности протеаз 
приводит к укреплению клейковинного каркаса, 
тесто становится плотным, плохо разрыхляется, 
что приводит в конечном итоге к снижению 
удельного объема и пористости готовых изделий 
из пшеничной муки и смеси ее с другими видами 
муки. 

Несмотря на отсутствие в гречневой и куку-
рузной муке клейковины, в данном сырье отме-
чается высокое содержание белка и, как показа-
ли проведенные нами исследования, достаточ-
ный уровень активности собственных протеоли-
тических ферментов. Следует отметить, что 
данные виды муки находят широкое применение 
при производстве безглютеновых хлебобулоч-
ных изделий, а также при выпечке продукции из 
смеси их с пшеничной и ржаной мукой. И по-
скольку протеолиз может оказывать существен-
ное влияние на набухаемость белков при фор-
мировании теста, необходимо учитывать актив-
ность протеолитических ферментов при выра-
ботке замороженных полуфабрикатов из смеси 
разных видов муки. 

Учитывая важность влияния протеаз на ход 
биохимических процессов, происходящих при 
созревании теста и обусловливающих структур-
но-механические и органолептические свойства 
готовых изделий, необходимы глубокие знания о 
степени низкотемпературного воздействия на 
активность протеолитических ферментов муки. 

Результаты исследования влияния криооб-
работки на активность протеолитических фер-
ментов различных видов муки показали, что ис-
следуемый параметр зависит от рН среды и от 
видовой принадлежности муки, что необходимо 
учитывать при разработке новых рецептур и 
внедрении технологии хлебобулочных изделий 
на основе замороженных полуфабрикатов. 
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Abstract: This study examines the effect of a range of exogenous concentrations of hydrogen peroxide on 
the activity of transmembrane and soluble adenylate cyclases (EC 4.6.1.1) contained in root cells of pea 
seedlings infected with one of the following: Rhizobium leguminosarum bv. Viciae, Pseudomonas syringae 
pv. Pisi, and Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus. The results showed that the pool of intracellular 
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activity of soluble and transmembrane adenylate cyclases was independent of the concentrations of H2O2 in 
the range investigated. When infected with Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus, 100 nM of H2O2 
inhibited the activity of transmembrane adenylate cyclases, although enhancing the activity of soluble ade-
nylate cyclases. On the contrary, concentrations of H2O2 of 2.6 and 26 µM increased the activity of trans-
membrane adenylate cyclases and inhibited the activity of soluble adenylate cyclases. It can be concluded 
that the specific concentration of second messengers in plant cells depends on the specificity of the biotic 
stressor and forms, inter alia, by their mutual influence on the components of other plant signaling systems. 
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Резюме: Целью данной работы являлось изучение влияния различных экзогенных концентраций 
пероксида водорода на активность трансмембранной и растворимой аденилатциклаз (КФ 4.6.1.1) 
в клетках корня проростков гороха, инфицированного Rhizobium leguminosarum bv.  
viciae, Pseudomonas syringae pv. Pisi или Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus. Исследования 
показали, что пул внутриклеточного Н2О2 повышался при инфицировании корней гороха всеми ука-
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занными бактериями. Концентрация внутриклеточного циклического аденозинмонофосфата, 
продукта реакции циклизации аденозинтрифосфата, катализируемой трансмембранной и рас-
творимой аденилатциклазами, в тех же образцах при инфицировании Rhizobium leguminosarum bv. 
Vicea или Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus также возрастала; а под воздействием 
Pseudomonas syringae pv. pisi снижалась на 20%. Активность трансмембранной и растворимой 
аденилатциклаз in vitro из инокулированных Rhizobium leguminosarum bv. vicea клеток корня гороха 
при добавлении различных концентраций Н2О2 изменялась дозозависимо: 100 нМ Н2О2 незначи-
тельно снижали их активность, в то время как 26 мкМ ингибировали активность на 50–60%. На 
фоне инфицирования Pseudomonas syringae pv. pisi добавление любой из выбранных концентраций 
Н2О2 в равной степени снижало активность трансмембранной и растворимой аденилатциклаз. 
При инфицировании Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus 100 нМ Н2О2 ингибировали актив-
ность трансмембранной аденилатцтклазы, но оказывали активирующий эффект на раствори-
мую аденилатциклазу. Напротив, концентрации Н2О2 2,6 и 26 мкМ повышали активность транс-
мембранной аденилатцтклазы и ингибировали активность растворимой аденилатциклазы. Сде-
лан вывод о том, что определенный концентрационный статус вторичных мессенджеров в клет-
ках растений зависит от специфичности биотического стрессора и формируется, в том числе, 
путем их взаимного влияния на компоненты других сигнальных систем растений. 
 

Ключевые слова: пероксид водорода, растворимая аденилатциклаза, трансмембранная аде-
нилатциклаза, мутуалист, патогены 
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INTRODUCTION 
Second messengers of signaling systems parti-

cipate in the regulation of plant metabolism at all 
stages of development and are subject to the influ-
ence of external agents, for example in biotic stress. 
The adenylate cyclase signaling system is actively 
involved in plant stress and defense responses  
[1, 2]. Earlier, we showed that the degree of activity 
of cyclic adenosine monophosphate (cAMP) and 
adenylate cyclase  in root cells changed significantly 
5 minutes after infection of the root of pea seedling 
with various agents [1, 3], viz. different strains of 
Rhizobium leguminosarum bv. viciae (Rlv) and phy-
topathogenic bacteria which differ by specialization, 
Pseudomonas syringae bv. pisi (Psp), the pathogen 
of peas, and Clavibacter michiganensis sps. 
sepedonicus (Cms), a specific pathogen for potato. 
Moreover, the strength of activity of transmembrane 
adenylate cyclases (TACs) and soluble adenylate 
cyclases (SACs) was dependent on the infectious 
agent, despite the non-specific interaction; infection 
with Rlv led to the most pronounced activation of 
TACs and SACs in pea root cells compared with the 
activation following infection with Psp and short-term 
contact with Cms [1, 3]. Possible mechanisms for 
modulating the activity of both forms of adenylate 
cyclases (ACs) under biotic stress may include both 
ligand-receptor interactions [4] and the influence of 
calcium ions [5]. The latter can act as an intracellu-
lar second messenger, and its concentration can 
change rapidly following infection. It should be noted 
that, in the early stages of biotic stress, the concen-
tration of H2O2, another signal molecule, has already 

rapidly and sharply increased in the apoplast and 
intracellular space of plant cells [6–8], which is likely 
to cause analagous changes in the activity of both 
forms of ACs. However, knowledge of the effect of 
H2O2 molecules on the activity of transmembrane 
and soluble forms of AC in plant cells is isolated to 
specific examples and therefore incomplete: for  
example, it was shown that 0.2–0.6 µM of H2O2 had 
only a minor effect on TACs and SACs from the 
vacuoles of beetroot parenchyma cells during vari-
ous periods of root crop dormancy under long-term 
biotic stress [9]. Interpretation of these results was 
complicated by the physiological peculiarities of the 
beetroot crop (a biennial plant with associated 
dormant periods), hence it was considered more 
efficacious to continue the study on the root of pea 
seedlings. Therefore, the purpose of this study was 
to investigate the effect of the second messenger in 
the superoxide synthase signaling system (H2O2) on 
the activity of transmembrane and soluble forms of 
AC from pea root cells following inoculation with Rlv, 
Psp, and Cms. 

 
EXPERIMENTAL PROCEDURE 
The subjects were 3-day-old pea seedlings (Pi-

sum sativum, Rondo cultivar) and planktonic cul-
tures of the following microorganisms: the symbiotic 
nitrogen fixer Rlv (effective strain RCAM 1022), the 
pathogen causing bacterial blight in peas Psp (strain 
1845), and the pathogen causing potato ring rot 
Cms (strain 6889). 

Bacterial cultures were grown for 3 days in a 
germinating chamber (in the range 23–25 °C) in 

https://doi.org/10.21285/2227-2925-2020-10-3-450-458
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100-ml flasks filled with 50 ml of a liquid medium 
containing 10 g/l of yeast extract dialysate and 15 g/l 
of glucose, pH = 7.0. Microorganisms were grown 
without additional shaking. The density of the plank-
ton culture of bacteria was determined using a tablet 
spectrophotometer Immunochem-2100 (High Tech-
nology Inc., USA) at a wavelength of 655 nm. 

Pea seeds were sterilized and washed sequen-
tially: 5 min in 94% ethanol, 5 min in 3% H2O2, and  
5 min in a 5% solution of potassium permanganate. 
Following washing with sterile water, they were 

poured into a glass of hot water (60 C) for 4 hours 
to allow the seeds to swell. Then, the seeds were 
germinated in sterile Petri dishes on moistened filter 

paper for 3 days in the dark at 23–25 C. Seedlings 
with a root length of at least 35–40 mm were select-
ed and washed with a sterile 0.01% solution of No-
nidet (a nonionic detergent) to prevent the infusion 
of exogenous microflora, washed three times with 
sterile distilled water and inoculated with a culture of 
one of the bacteria in the stationary growth phase. 
The titer of the plankton culture of bacteria was 
10

7 
c/ml. The specimens were inoculated with bacte-

ria for 5 minutes, after which the roots of the seed-
lings were separated from the pea, washed in a 
sterile 0.01% solution of Nonidet (a detergent) to 
remove loosely bound bacteria, then washed three 
times in sterile water. 

Determination of SAC and TAC activity, and 
cAMP concentration. To determine the activity of 
SACs and TACs, segments of seedling roots of 
length 22 mm were fixed in liquid nitrogen before 
enzymes were isolated following the previously de-
veloped method [9]. The roots were ground up in an 
isolation (germination) medium of the following 
composition: 0.02 M of phosphate buffer, pH = 7.2; 
0.1 mM of theophylline (3',5'-cAMP of phos-
phodiesterase inhibitor); 1 mM of dithiothreitol  
(SH-group protector); 50 µg/ml of phenylmethyl-
sulfonyl fluoride; 50 µg/ml of hydroxymercury ben-
zoate; 1 µg/ml of leupeptin (protease inhibitor). The 
homogenate was centrifuged at 16,000 g for 20 min 
(Allegra 64 R) to remove fragments of cell walls and 
some organelles. The resulting supernatant was 
centrifuged at 105,000 g for 90 min (90 Sorvall Dis-
covery SE). 

The following parameters were analysed:  
the TAC activity of the sediment, which contains  
70–75% of the plasmalemma [10], and both the 
SAC activity and the cAMP concentration in the 
membrane-free supernatant. Samples for cAMP 

determination were heated to 100 C for 3 min to 
inactivate the enzymes. 

The activity of both forms of AC was not meas-
ured directly but was considered to be directly pro-
portional the cAMP concentration in the sample cal-
culated per mg of protein/min. The cAMP concentra-
tion was determined by the enzyme-linked immuno-
sorbent assay [11]. The cAMP concentration in cells 
was calculated per mg of protein; the protein in the 

sample was determined by Bradford's technique. 
Determination of H2O2 concentration. The con-

centration of H2O2 was determined in the homoge-
nate of segments of the root of pea seedling by the 
FOX method, based on the change in the colour of 
Xylenol orange [12]. This required a reagent consist-
ing of two solutions: the first contained 25 mM of 
FeSO4, 25 mM of (NH4)2SO4, and 2.5 M of H2SO4, 
the second contained 125 µM of Xylenol orange and 
100 mM of sorbitol. The solutions were mixed im-
mediately prior to analysis in a ratio of 1:100, re-
spectively. Then, the resulting mixture was added to 
the plant sample in the proportion of 1:10, respec-
tively, and incubated for 30 minutes in the dark, after 
which the concentration of H2O2 was determined by 
absorbance at a wavelength of 595 nm using a tab-
let spectrophotometer M680 (Bio-Rad, Germany). 
The concentration of H2O2 was expressed in nmol 
per mg of protein. The analytical sample was a 1 g 
portion of the root of pea seedlings. 

The effect of H2O2 on the activity of TACs and 
SACs in pea root cells. Plant samples of 
SACs/TACs containing 100–150 µg of protein/g of 
raw mass in 500 µl of the germination medium de-
scribed above were made up to the following con-
centrations of H2O2: 100 nM, 260 nM, 2.6 µM and 
26 µM. The reaction was allowed to progress for 

30 minutes at 27 C before being stopped by boiling 
in a water bath for 3 minutes. 

Three biological replicates were performed in all 
experiments and the concentrations of cAMP and 
H2O2 were calculated from eight replicate analytical 
determinations. The experimental results were pro-
cessed statistically in the SigmaPlot 12.3 program. 
The Student criterion (t) and the significance of dif-
ferences between the experience variants (P) were 
estimated. The figures give the means and standard 
errors. 

The work was performed with equipment located 
in the Common Use Center "Bioanalytica" using bio-
logical collections at the Common Use Center "Bio-
resource Center" of the Siberian Institute of Plant 
Physiology and Biochemistry within the Siberian 
Branch of the Russian Academy of Sciences (Ir-
kutsk). 

 
RESULTS AND DISCUSSION  
The endogenous concentration of H2O2 and 

cAMP in the root of a pea seedling infected with a 
mutualist and pathogens. The concentration of H2O2 
in the homogenate from uninfected pea root cells 
was found to be in the range of 200–270 nmol/mg of 
protein. The most pronounced increase in the con-
centration of H2O2 content was observed in pea 
seedlings infected with Rlv, while the smallest effect 
was associated with infection with Cms. In these 
samples, infection with Rlv increased the content of 
cAMP, while infection with Psp decreased the con-
tent of cAMP to 86%. It is interesting to note that 
infection with the non-specific pathogen Cms gave 
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rise to a cAMP concentration 5 times greater than in 
the control (Fig. 1). The means and standard errors 
(n = 3; P ≤ 0.001) are given. 

The effect of the exogenous concentration of 
H2O2 on the activity of TACs and SACs in vitro from 
the roots of pea seedlings infected with a mutualist 
and pathogens. In the control, ie. in the absence of 
biotic stress, the activity of SACs was dependent on 
the concentration of H2O2: SACs were slightly acti-
vated at 100 nM of H2O2 (110% of the control), there 
was virtually no observed effect at 260 nM, and 
there was a pronounced reduction of activity, down 
to 70% of the control, at micromolar concentrations 
(2.6 and 26 µM). The H2O2 had a similar effect on 
TAC activity: slightly reduced enzyme activity at 
100 nM, and a maximum inhibitory effect at mi-
cromolar concentrations of H2O2 (Fig. 2). The 
means and standard errors (n = 3; P ≤ 0.001) are 
given. 

The effect of the exogenous concentration of 
H2O2 on the activity of TACs and SACs in vitro from 
the roots of pea seedlings infected with a mutualist 
and pathogens. In the control, i.e. in the absence of 
biotic stress, the activity of SACs was dependent on 
the concentration of H2O2: SACs were slightly acti-
vated at 100 nM of H2O2 (110% of the control), there 
was virtually no observed effect at 260 nM, and 
there was a pronounced reduction of activity, down 
to 70% of the control, at micromolar concentrations 
(2.6 and 26 µM). The H2O2 had a similar effect on 
TAC activity: slightly reduced enzyme activity at 
100 nM, and a maximum inhibitory effect at mi-
cromolar concentrations of H2O2 (see Fig. 2). The 
means and standard errors (n = 3; P ≤ 0.001) are 
given. 

 

 
 

– H2O2 content; – cAMP content 
 

 

Fig. 1. Effect of infection with Rhizobium leguminosarum  
bv. vicea (Rlv), Pseudomonas syringae pv. pisi (Psp)  
and Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus (Cms) 
on the content of H2O2 (% of control) and cAMP (% of control) 
in the root of pea seedlings. The control was seedlings  
germinated in water 
 

Рис. 1. Влияние инфицирования Rhyzobium 
leguminosarum bv. vicea (Rlv)/Pseudomonas syringae pv. 
pisi (Ps)/Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus (Cms) 
на содержание Н2О2 (% к контролю) и цАМФ 
(% к контролю) в корне проростков гороха. 
Контролем служили проростки, инкубированные на воде 

 
 

Fig. 2. Effect of various exogenous concentrations  
of H2O2 on TAC and SAC activity in the roots  
of pea seedlings infected with Rhizobium leguminosarum bv. 
vicea (Rlv), Pseudomonas syringae pv. pisi (Psp)  
and Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus (Cms): 
1 – Н2О; 2 – 100 нМ Н2О2; 3 – 260 нМ Н2О2; 4 – 2,6 мкМ 
Н2О2; 5 – 26 мкМ Н2О2. 
*sample 1 served as a control for samples 2–5;  
**in vitro adenylate cyclase samples isolated 
from uninfected pea seedlings served as a control  
for samples 1–5 
 
Рис. 2. Влияние различных экзогенных концентраций 
Н2О2 на активность тАЦ и рАЦ в корнях проростков  
гороха при инфицировании Rhyzobium leguminosarum bv. 
vicea (Rlv) / Pseudomonas syringae pv. pisi (Ps)/Clavibacter 
michiganensis ssp. sepedonicus (Cms): 
1 – Н2О; 2 – 100 нМ Н2О2; 3 – 260 нМ Н2О2; 4 – 2,6 мкМ 
Н2О2; 5 – 26 мкМ Н2О2. 
*Контролем для образцов 2–5 служил образец 1; 
**контролем для образцов 1–5 служили образцы  
аденилатциклаз in vitro, выделенные  
из неинфицированных проростков гороха 

 
Following a short-term, 5-min exposure to Rlv, 

the activity of SAC and TAC only slightly exceeded 
the activity in control specimens, 113 and 122%,  
respectively. The effect of infection with Psp had  
a similar effect on rhizobial infection. Following infec-
tion with Cms, the activity of SAC and TAC exce-
eded the activity in the control by 3 and 4 times, re-
spectively (see Fig. 2). 

The H2O2 concentration had a similar effect on 
the activity of SACs and TACs in vitro, in Rlv-

inoculated cells of pea roots when compared with the 
control; however, a dose-dependent effect was ob-
served under the following conditions: at 100 nM of 
H2O2 there was slightly reduced activity of both forms 
of the enzyme (90% of the control), and at 26 µM 
their activity was inhibited by 50–60% (see Fig. 2). 
Following infection with Psp, there was an equivalent 
effect reducing the activity of SACs and TACs  
(68–70% of the control) at all concentrations of H2O2 
in the study. A different effect was observed in the 
case of infection of pea seedlings with a non-specific 
pathogen, Cms. The lowest concentration of H2O2 
studied (100 nM) inhibited TAC activity the most, but 
had an activating effect on SAC activity. On the con-
trary, micromolar concentrations of H2O2 (2.6 and 
26 µM) increased TAC activity and inhibited the activ-
ity of the soluble enzyme form (see Fig. 2). 
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It should be noted that the initial stages of pa-
thogenic infection and legume-rhizobial symbiosis 
have many common features. One of the first non-
specific protective reactions of plant cells to infection 
is an increase in the concentration of intracellular 
H2O2 [13, 14]. Similarly, it has been reported that the 
nodulation of the lateral roots of the tropical semi-
aquatic plant Sesbania rostrata by the microsymbiont 
Azorhizobium caulinodans is accompanied by the 
generation of reactive oxygen species (ROS) initia-
ted by the nod factor of the latter [15]. An increase in 
the concentration of H2O2 was detected when spring 
barley (Hordeum vulgare L.) was infected by a pa-
thogenic strain of Fusarium culmorum [6]. We ob-
served a similar effect in experiments after short-
term inoculation of pea seedlings with Rlv, Psp, and 
Cms (see Fig. 1). 

It is known that H2O2 in high concentrations can 
affect the lipid environment of membrane proteins, 
thereby affecting their functional activity [16, 17]. 
Millimolar concentrations of this compound can 
cause significant destruction of the structure of chlo-
roplast membranes due to the very intensive peroxi-
dation of membrane lipids [16]. In this experiment, 
lower, nanomolar and micromolar exogenous con-
centrations of H2O2  were studied; therefore, it is 
assumed that the observed effects on the activity of 
both forms of ACs are associated with conforma-
tional changes in the active centre of the enzyme 
localized outside the membrane (i.e. in the cyto-
plasm). This conclusion is supported by H2O2 con-
centration dependent changes in the activity of 
TACs and SACs, i.e. the observed dose-dependent 
effect (see Fig. 2). In addition, it is reported that 
H2O2 can oxidize some of the constituent amino  
acids (Arg, Pro, Lys, Met, Cys, Tyr, His) of enzymes 
leading to a change in the activity of the enzyme 
[18]. Although full amino acid sequencing of plant 
ACs has not yet been reported, the characterisation 
of the primary structure of protein fragments with AC 
activity has been reported [17, 18]. The proportion of 
amino acids which can be oxidized by H2O2 in the AC 
catalytic center (AtKUP71-100) in the multi-protein 
complex of K

+
-dependent permease 7 (AtKUP7) [19] 

and the AC (AtLRRAC1) in a complex with the re-
ceptor (NBS-LRR) [20] was determined to be 27 and 
28% of constituent amino acids, respectively [18]. 
The susceptible amino acids include the amino acid 
pair Lys-Arg, which is responsible for the conversion 
of ATP to cAMP in the AC catalytic center [21]. 
Thus, it is highly likely that H2O2 affects the catalytic 
functions of this enzyme. Further work to provide 
additional supporting data has been planned to 
study the kinetic parameters of ACs in the presence 
of H2O2. 

It has already been shown that short-term infec-
tion of the roots of pea seedlings with Rlv and Psp 
led to a modulation of TAC and SAC activity and, 
consequently, to a change in the concentration of 
intracellular cAMP [3]. Thus, the enzyme activity had 

already been modified when the enzymes were iso-
lated from the infected roots of pea seedlings. In our 
experiments, ACs isolated from the infected tissues 
had already been exposed to H2O2, as witnessed by 
an increased level of H2O2 in the cells of the root of 
pea seedlings (see Fig. 1). The observed slight de-
crease in the activity of ACs is probably due to the 
additive effect of endogenous and exogenous H2O2. 
It is interesting to note the different effect on TACs 
and SACs in the experiments treated with Rlv+H2O2 
and Psp+H2O2, viz. similar activity levels of TACs 
were observed, whereas activity levels of SACs dif-
fered slightly. It can be assumed that in a very short 
time (5 min) the activity of TACs could be modified 
by nonspecific virulence factors of Rlv and Psp such 
as some polysaccharides and surface proteins of 
bacteria that are similar in nature to those of gram-
negative bacteria [22]. At the same time, SAC activi-
ty can be modulated only indirectly, probably with 
the involvement of other second messengers. For 
example, the activation of SACs from beet cell va-
cuoles by calcium ions has been reported [9]. It can 
be assumed that a local increase in the concentra-
tion of H2O2 not only leads to a modulation of the 
activity of this enzyme form (see Fig. 2), but also 
causes a change in the concentration of other sig-
naling molecules, and in particular, calcium ions. 
This is supported in the literature by reports of pe-
roxide-dependent calcium ion channels found in 
many plant species, including pea [23]. It is obvious 
that the dynamics of the intracellular calcium pool is 
specific to the type of microorganism causing the 
infection. This dynamics is dependent on the nature 
of various types of ion channels, including activated 
cAMP. The lack of sensitivity of SACs to H2O2 after 
Psp infection may be related to this. 

The completely different effect of infection with 
Cms followed by the addition of exogenous H2O2 on 
the activity of TACs and SACs is very interesting. 
Cms has a wide range of exopolysaccharides, which 
is a principal reason for its virulence. These exo-
metabolites have a fairly acidic nature [24], which 
can lead to temporary, non-specific acidification of 
the extracellular space in plants [25]. A sharp de-
crease in the pH of the pericellular environment can 
lead to a change in the electrochemical potential of 
the cell membrane [26] further inducing change in 
the pool of various second messengers, including 
H2O2. It can be assumed that this is the principal 
cause of the "preliminary" modification of the activity 
of AC in vivo, which subsequently affected the sen-
sitivity of the AC to additional concentrations of H2O2 
in vitro (see Fig. 2). 

 
CONCLUSION 
The activity of transmembrane and soluble ade-

nylate cyclases from the root cells of pea seedlings 
can be dose-dependently modulated by H2O2. The 
biotic stress phenomenon may be additionally af-
fected by dosing with hydrogen peroxide. 
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Abstract: Xylanase is an enzyme that hydrolyses β-1,4 bonds in plant xylan. This enzyme is applied in the 
bioconversion of agro-industrial waste for xylooligosaccharide hydrolysate production to improve digestibility 
and nutrition value of animal feed, food processing, the utilisation and faster decomposition of crop debris in 
soil, as well as in cellulose bleaching and other industries. The current trend focuses on using renewable 
resources, such as agricultural waste, as substitutes for expensive purified xylan in producer screening and 
xylanase synthesis. This work aimed to determine the impact of Paenibacillus mucilaginosus cultivation con-
ditions on the xylanase production yield. Rice bran ferment lysate along with birch and beech timber xylans 
were used as a carbon source. Temperature, medium pH, pH correction factors, inoculant incubation time, 
carbon and nitrogen sources and concentrations were the studied criteria of xylanase biosynthesis and 
growth in bacteria P. ucilaginosus strain 560. We show that the xylanase biosynthesis and cultivation in 
P. mucilaginosus strain 560 are more practical and cost-effective with the use of a rice bran ferment lysate-
based nutrient medium. Inductors contained in the rice bran ferment lysate improve the xylanase biosynthe-
sis. Calcium ions also facilitate biosynthesis in the studied strain. Cultivation recommendations are: carbon 
source concentration in medium 0.5% of total reducing substances content; 0.2% carbamide as optimal ni-
trogen source; calcium hydroxide as an agent for medium pH correction to 6.0±0.2; cultivation temperature 
30±1 °С. Under the specified conditions, cultivation of P. mucilaginosus does not require inoculate pre-
processing, and a maximal xylanase activity in stationary culture reaches 20 U/mL. 
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Резюме: Ксиланаза – фермент, гидролизующий β-1,4-связи в ксиланах. Этот фермент использу-
ется для получения из отходов агропромышленного комплекса гидролизата ксилоолигосахаридов 
с целью улучшения энергетической ценности и повышения усвояемости кормов для животных, 
обработки пищевых продуктов, утилизации и ускорения разложения поживных остатков в почве, а 
также в технологии отбелки целлюлозы и других областях. В настоящее время представляет 
интерес использование возобновляемых ресурсов, в частности, отходов сельскохозяйственного 
производства, в качестве субстрата вместо дорогого очищенного ксилана для скрининга проду-
центов и выделения ксиланаз. Целью настоящей работы являлось определение влияния условий 
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культивирования бактерий Paenibacillus mucilaginosus на продуцирование ксиланаз. В качестве ис-
точника углерода использовали ферментолизат рисовой шелухи, ксилан, выделенный из березы и 
бука. Изучено влияние температуры, рН среды, факторов корректировки рН среды, продолжи-
тельности инкубации инокулята, источ-ников углерода и азота, и также их концентраций на био-
синтез ксиланаз и рост штамма 560 P. mucilaginosus. Установлено, что для биосинтеза кисланазы 
культивирование штамма 560 P. mucilaginosus перспективно и экономически целесообразно прово-
дить на питательной среде, приготовленной на основе ферментолизата рисовой шелухи. При-
сутствующие в составе ферментолизата рисовой шелухи индукторы улучшают биосинтез кси-
ланаз. Показано положительное влияние ионов кальция на биосинтез ксиланаз у рассматриваемо-
го штамма. Рекомендуемые условия культивирования: концентрация источника углерода в пита-
тельной среде по общему количеству РВ – 0,5%; в качестве источника азота целесообразно ис-
пользовать 0,2% карбамид; при корректировке рН среды до 6,0±0,2 необходим гидроксид кальция; 
температура культивирования бактерий – 30±1 °С. В указанных условиях культивирования 
P. mucilaginosus не требуется предварительного приготовления посевного материала, а макси-
мальная активность синтезируемой ксиланазы в стационарной фазе роста бактерий достигает 
значения 20 ед./мл.  
 

Ключевые слова: рисовая шелуха, береза, бук, ксилан, Paenibacillus mucilaginosus, культивирова-
ние, ксиланаза 
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INTRODUCTION 
The second most abundant renewable natural 

polysaccharide after cellulose, xylan is a major hemi-
cellulose of grain and wood [1]. This complex poly-
saccharide consists of β-1,4-xylopyranosyl residues 
chained through β-1,4-glycosidic bonds [2]. Side 
chains are linked to the backbone with β-(1→3)-
glycosidic bonds. Some hydroxyl groups in xylose 
residues can be acetylated and attached with 4-O-
methyl-D-glucuronic acid and L-arabinofuranose [2, 3]. 
The xylan structure varies depending on the plant tax-
on and extraction method [4].  

Xylan is abundant in hardwood (15–30%) and 
conifer timber (7–10%). A high xylan content (about 
30%) is found in straw, stems and other parts of an-
nual plants and grasses (cereals, including sorghum, 
sugar cane cake, stems, cobs and husk of corn) [5]. 
Hardwood xylan is O-acetyl-4-O-methylglucuro-
noxylan. Conifer timber contains arabino-4-O-methyl-
glucuronoxylan, which is distinguished from hard-
wood xylan by the absence of acetyl groups and 
presence of arabinofuranose branches. Grasses and 
annual plants usually possess arabinoxylans [6, 7]. 
Linear unsubstituted xylan was also found in esparto 
grass [8], tobacco [9] and some sea algae [10] and 
contains xylopyranosyl residues linked by 1,3-β- and 
1,4-β-bonds [10, 11].  

Xylans are the main antinutrient components  
of plant material that hamper nutrient absorption in 
the gastrointestinal tract of monogastric animals. Xy-
lan is hydrolysed by xylanases (1,4-β-D-xylanases, 
EC 3.2.1.8) used for xylooligosaccharide (XOS) hy-
drolysate production from agricultural waste to im-
prove digestibility and nutritive value of animal feed, 

in food processing, in the utilisation and effective de-
composition of crop debris in soil, as well as in cellu-
lose bleaching and other industries [12]. Xylanases 
are the main endoenzymes hydrolysing β-1,4-bonds 
in xylan, the major hemicellulose polymer [13]. The 
current trend focuses on the use of renewable re-
sources, such as agricultural waste, as substitutes for 
expensive purified xylan in producer screening and 
xylanase synthesis [14]. Fungi are known promising 
producers of xylanases. However, today’s biotech-
nology opts for bacteria as primary xylanase produc-
ers, which are distinguished from mycelial fungi by a 
higher growth rate and effective production and ab-
sorption of carbon from various types of plant matter. 
Bacteria can also produce xylanase in large volumes 
and at moderate enzyme purification costs[15].  

Paenibacillus bacteria are able to hydrolyse va-
rious carbohydrates and produce numerous extracel-
lular enzymes, including xylanase. This xylan-
degrading genus includes the species of 
P. favisporus, P. phyllosphaerae, P. barcinonensis 
and P. panacisoli [16–19]. Besides the benefits of 
their enzymatic action, the biomass and other prod-
ucts of Paenibacillus metabolism can supplement 
feed additives to replenish the diet of farm animals 
and birds with biologically active substances [20]. 
Sustainable growth in animal and poultry farming 
demands for the development of high-quality com-
pound feeds containing enzyme additives. The Rus-
sian market is dominated by import fodder enzyme 
preparations, whereas their domestic production is 
very limited. The search for new efficient xylanase 
producer strains in the animal feed industry and the 
development of scalable fermentation technologies 

https://doi.org/10.21285/2227-2925-2020-10-3-459-469
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for the substitution of imported fermented fodder 
preparations is a pressing issue. 

The present work aimed to determine the impact 
of Paenibacillus mucilaginosus cultivation conditions 
on the xylanase production yield.  

 
EXPERIMENTAL 
Xylanase producer. Strain 560 of bacterium 

Р. mucilaginosus was provided by the Russian Col-
lection of Agricultural Microorganisms (RCAM, All-
Russian Research Institute for Agricultural Microbio-
logy, St. Petersburg). 

Nutrient growth media. Submerged cultivation of 
Р. mucilaginosus was carried out on the Alexandrov's 
nutrient medium modified as follows, %: NaCl – 0.02, 
K2HPO4 – 0.2, MgSO4.7H2O – 0.05, CaCO3 – 0.01, 
(NH4)2SO4 – 0.1, yeast extract – 0.1 [21].  

Rice bran fibre ferment hydrolysate containing 
0.5% of the total reducing substances (RS) content 
was used as a carbon source. The bran was pre-
treated with 2.5% sodium hydroxide, with a solid-
surface to sodium hydroxide saline ratio of 1:8, treat-
ment temperature was 120±1 °C and treatment time 
20 min. The fibre was then rinsed with tap water and 
exposed for 24 h to the Accellerase 1500 enzyme 
complex containing exoglucanase, endoglucanase, 
hemicellulase and beta-glucosidase at 55±1 °C, pH 
5.5±0.3. This ferment lysate contained RS available for 
bacterial growth. Silicon-containing lye segregated 
from fibre was used as a medium pH correction factor. 

Birchwood xylan was also used as a carbon 
source [22]. Xylan was extracted from birchwood 
chips (Betula pendula) through oxygen-free steaming 
at 150–155 °C and 0.60–0.65 MPa excess pressure. 
Xylan was precipitated from the resulting water ex-
tract by intensive vortexing in an ethanol/water solu-
tion (85:15) with overnight exposure for complete co-
agulation. After decantation, xylan precipitate was 
vacuum sieved with a filter paper (Black ribbon). 
Eluted xylan was vacuum dried at 40 °C for 48 h. 

Beechwood xylan (Cath Roth) was used as a 
carbon source in comparison assays. 

Nutrient medium was autoclaved at 120 °C and 
1 atm. Sterile medium was corrected to neutral pH 
with calcium hydroxide. Cultivation was carried out 
with 250 mL Erlenmeyer flasks in 100 mL medium 
stirred continuously at 200 rpm on an ES-20 incuba-
tor shaker for 3 days at 30 °C. The flasks were inocu-
lated at 5% relative to medium volume.  

Experiments were designed as OFAT (One-
Factor-At-a-Time). The OFAT approach was used to 
study the influence of cultivation conditions (substrate 
concentration, medium pH, temperature, inoculant 
incubation time, nitrogen source, nitrogen source 
concentration, carbon source) on the growth and 
metabolic yield in P. mucilaginosus bacteria. The 
method varies one tested factor per trial, while le-
aving the others constant [23]. The OFAT experi-
mental design is detailed in Table 1. 

 

Table 1. Experimental design  
Таблица 1. Планирование эксперимента 
 

Expe-
riment 

number 

Substrate  
concentration, 

% 

Temperature, 
°С 

pH  
corrector 

pH Carbon source 
Inoculate 
Incubation 

time, h 

Nitrogen source 
and  

concentration 

1 
0.25; 0.5; 
0.75; 1 

30 
Calcium 

hydroxide 
7 

Rice bran  
ferment lysate 

24 
0.1% (NH4)2SO4 

+ 0.1% yeast 
extract 

2 
Opt. value  

as in Trial 1 
25, 30, 35 

Calcium 
hydroxide 

7 
Rice bran  

ferment lysate 
24 

0.1% (NH4)2SO4 + 
0.1% yeast  

extract 

3 
Opt. value  

as in Trial 1 
Opt. value  

as in Trial 2 

Calcium 
hydroxide, 

sodium 
hydroxide, 

Si-
containing 

lye 

7 
Rice bran  

ferment lysate 
24 

0.1% (NH4)2SO4 + 
0.1% yeast  

extract 

4 
Opt. value  

as in Trial 1 
Opt. value  

as in Trial 2 
Opt. value 

as in Trial 3 
6, 7, 
8, 9 

Rice bran  
ferment lysate 

24 
0.1% (NH4)2SO4 + 

0.1% yeast  
extract 

5 
Opt. value  

as in Trial 1 
Opt. value  

as in Trial 2 
Opt. value 

as in Trial 3 

Opt.  
value as 
in Trial 4 

Rice bran  
ferment lysate, 

birch xylan, beech 
xylan 

24 
0.1% (NH4)2SO4 + 

0.1% yeast  
extract 

6 
Opt. value  

as in Trial 1 
Opt. value  

as in Trial 2 
Opt. value 

as in Trial 3 

Opt.  
value as 
in Trial 4 

Opt. value  
as in Trial 5 

0, 12, 24, 
36, 48 

0.1% (NH4)2SO4 + 
0.1% yeast ex-

tract 

7 
Opt. value  

as in Trial 1 
Opt. value  

as in Trial 2 
Opt. value 

as in Trial 3 

Opt. value 
as in Trial 

4 

Opt. value  
as in Trial 5 

Opt. value 
as in Trial 6 

Total  
concentration 

0.2% 

8 
Opt. value  

as in Trial 1 
Opt. value  

as in Trial 2 
Opt. value 

as in Trial 3 

Opt. value 
as in Trial 

4 

Opt. value  
as in Trial 5 

Opt. value 
as in Trial 6 

0; 0.02; 0.1; 0.2; 
0.3; 0.4% 

of opt. nitrogen 
source in Trial 7 
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Trial 1 assessed the xylanase activity and 
growth parameters of P. mucilaginosus strain 
560 under rice bran ferment lysate concentrations 
varying from 0.25 to 1% total RS. Temperature, pH, 
inoculate incubation time, nitrogen sources and 
consumption rate were set constant. The RS con-
centration in ferment lysate corresponding to the 
maximal xylanase activity and optimal growth pa-
rameters in Trial 1 was fixed downstream in Trial 2, 
which tested the effect of temperature on bacterial 
growth and xylanase yield under other fixed pa-
rameters (pH, incubation time, nitrogen source and 
consumption rate). Trials 3–8 are designed likewise 
by varying one cultivation parameter at a time.  

Assessment of growth parameters. Specific 
growth rate, bacterial biomass generation time and 
total yield were estimated as recommended in [24]. 
Biomass was pelleted by centrifugation with a 5418 
R Eppendorf microcentrifuge at 12,000 rpm for 
10 min. Biomass yield was determined thermogra-
vimetrically with an MX-50 moisture analyser.  

Assessment of xylanase activity. The xylanase 
activity and residual RS content of undegraded carbo-
hydrates in supernatant after a 12, 24, 48 and 72-h 
submerged cultivation of P. mucilaginosus were 
measured by adding concentrated sulfuric acid in the 
ratio 1:1. Enzymatic activity was measured as in 
[25], with certain modifications. Xylanase activity was 
assessed with a 1% beechwood xylan substrate (1 g 
of xylan per 100 mL of acetate buffer, pH 6). Enzyma-
tic activity was measured relative to the RS value [26]. 
The measurement procedure was as follows: 
0.12 mL of supernatant with 1.2 mL of substrate 
were incubated for 1 h at 50 °C followed by the ad-
dition of 0.6 mL of 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS rea-
gent). In the control, 1.2 mL of substrate was mixed 
with 0.6 mL of DNS reagent and 0.12 mL of super-
natant. Tubes with the substrate, culture medium 
and DNS reagent were boiled in a water bath for 
10 min, cooled down and 6 mL of distilled water was 
added before optical density measurement at 
540 nm. One xylanase activity unit was defined as 
the amount of enzyme needed to hydrolyse 1 g of 
substrate (30% of reaction total) to monosugars in 
1 h under assumed pH and temperature.  

Trials were in the form of biological and analyti-
cal assays performed in triplicate, and statistical 
analyses were performed using the MS Excel 2010 
and Prism 7 software. 

 

DISCUSSION 
Effect of substrate concentration on growth and 

xylanase biosynthesis. Cost-efficient and therefore 
practical sources of carbon are substrates derived 
from recycled plant matter, such as crop debris and 
timber stands. Grain husk, straw, bran and wood 
shavings are typically rich in xylans.  

Our trials demonstrate an impact of the sub-
strate concentration, such as rice bran ferment ly-
sate, on the growth and secreted xylanase activity in 
P. mucilaginosus strain 560. Higher substrate con-

centrations corresponded to a higher enzyme activi-
ty (Fig. 1, a), lower generation time and increased 
specific growth rate in bacteria (Table 2). Maximal 
xylanase activity reached 7.66 U/mL after 24 h of 
cultivation, with the total rice bran ferment lysate RS 
value of 0.5%, effective growth conditions and  
maximal biomass yield of 40%.  

Effect of cultivation temperature. In 0.5% fer-
ment lysate medium trials, a cultivation temperature 
of 30±1 °C facilitated both effective xylanase pro-
duction and optimal bacterial growth (Fig. 1, b). A 
higher temperature of 35 °C was associated with a 
higher specific growth rate and 2-fold reduced gen-
eration time compared to culturing at 25 °C, and  
1.5-fold reduction compared with 30 °C. However, 
the biomass yield at 25 or 35 °C diminished com-
pared with culturing at 30 °C (see Table 2). 

The effect of medium pH. Xylanase activity and 
growth in P. mucilaginosus was significantly influ-
enced by the nutrient medium pH (Fig. 2) and pH 
correction factors. Table 2 shows that noncrystalline 
silicon-containing lye as a pH corrector facilitates 
bacterial growth and increases the specific growth 
rate. However, the use of silicon-containing lye or 
sodium hydroxide correctors was associated with a 
lower xylanase activity and reduced biomass yield 
(Fig. 2, a; see Table 2). 

A maximal yield was observed with calcium hy-
droxide (see Table 2), which is likely explained by 
the regulatory role calcium ions play in many cellular 
processes. Calcium is a known stabilising factor in 
the outer lipopolysaccharide membrane and cellular 
wall in Gram-negative bacteria [27] and a stimulator 
of bacterial protein biosynthesis resulting in higher 
biomass yield and enzyme activity [28]. A maximal 
xylanase activity of 11 U/mL was observed after a 
48 h cultivation of P. mucilaginosus on a calcium 
hydroxide-corrected medium (see Fig. 2, a), which 
may be related to the calcium-mediated stabilisation 
and regulation of the enzyme activity [29–31].  

The calcium hydroxide adjustment of the medi-
um’s pH from 6 to 9 resulted in the arrest of bacteri-
al growth at pH 9. Adding calcium hydroxide for pH 
adjustment of 6 to 8 accelerated the specific growth 
rate and had a 2-fold reduction on generation time 
(6 h at pH 6 vs. 3 h at pH 8, see  Table 2).  

This result conforms with another study [32], 
where the growth of rhizobacteria is shown to be co-
affected by pH and calcium ion concentrations. In 
our trials, a maximal biomass yield of 38% is ob-
served at a neutral medium pH of 7.0 (see Table 2). 
The maximal xylanase activity reaches 15 U/mL un-
der pH 6.0 following a 48h cultivation on a rice bran 
ferment lysate medium (Fig. 2, b). 

Effect of carbon source. Cultivation trials with 
various carbon sources demonstrated a peak bio-
mass accumulation (about 60%) with beechwood 
xylan (see Table 2). 

Rice bran ferment lysate was identified as the 
most effective source of carbon for xylanase produc- 
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Table 2. Effect of cultivation conditions on growth kinetics  

in P. mucilaginosus strain 560 
Таблица 2. Влияние условий культивирования на кинетические параметры роста штамма  

560 бактерий P. mucilaginosus 
 

Parameter Range 
Specific growth rate, 

h-1 
Generation time, h Biomass yield, % 

Substrate  
concentration, % 

0.25 
0.5 

0.75 
1 

0.17±0.05 
0.22±0.03 
0.26±0.05 
0.23±0.05 

4.10±0.59 
3.09±0.41 
2.71±0.25 
2.96±0.30 

37.68±2.62 
40.11±2.83 
32.09±2.65 
33.13±2.63 

Temperature, °С 
25 
30 
35 

0.11±0.04 
0.15±0.03 
0.24±0.03 

6.45±0.66 
4.54±0.48 
2.86±0.14 

18.26±1.52 
38.48±2.72 
26.55±3.02 

pH correction factor 
Calcium hydroxide 
Sodium hydroxide 
Si-containing lye 

0.21±0.02 
0.31±0.04 
0.45±0.04 

3.29±0.27 
2.25±0.27 
1.54±0.12 

29.23±2.69 
18.92±1.45 
17.20±1.65 

рН 
6 
7 
8 

0.11±0.01 
0.15±0.03 
0.20±0.05 

6.89±0.57 
4.54±0.18 
3.52±0.10 

19.24±2.02 
38.48±2.67 
19.91±1.82 

Carbon source 

Birchwood xylan 
Beechwood xylan 
Rice bran ferment 

lysate 

0.16±0.02 
0.20±0.03 
0.21±0.02 

4.24±0.55 
3.48±0.25 
3.29±0.27 

44.57±2.85 
59.43±3.02 
39.23±2.12 

Inoculate incubation 
time, h 

0 
12 
24 
36 
48 

0.16±0.03 
0.15±0.03 
0.09±0.01 
0.10±0.01 
0.13±0.02 

4.36±0.12 
4.57±0.15 
7.47±0.81 
6.77±0.70 
5.55±0.71 

43.30±2.63 
34.43±2.70 
21.38±2.22 
33.75±2.68 
56.16±3.08 

Nitrogen source 

No nitrogen 
NH4NO3 

(NH4)2SO4 
Yeast extract 

(NH4)2SO4 + yeast 
extract 

Corn extract 
Pepton 

Carbamide 
Betafin 

0.12±0.01 
0.19±0.02 
0.19±0.02 
0.11±0.01 
0.15±0.01 

 
0.06±0.01 
0.15±0.01 
0.17±0.03 
0.23±0.05 

5.84±0.61 
3.72±0.22 
3.63±0.20 
6.68±0.25 
4.67±0.53 

 
12.17±0.74 
4.68±0.46 
4.08±0.46 
3.00±0.47 

16.68±1.82 
22.40±2.12 
25.57±2.07 
33.16±2.82 
37.10±2.68 

 
49.31±2.64 
29.87±2.12 
15.29±1.92 
11.39±1.22 

Carbamide content, % 

0.02 
0.1 
0.2 
0.3 

0.21±0.04 
0.16±0.01 
0.15±0.01 
0.08±0.01 

3.25±0.36 
4.33±0.45 
4.51±0.35 
8.84±0.70 

29.18±2.27 
18.88±1.62 
15.21±1.65 
10.44±1.60 

 

  
a b 

 

Fig. 1. Effect of rice bran ferment lysate carbohydrate concentration (a) 
and cultivation temperature (b) on xylanase activity (U/mL) in P. mucilaginosus strain 560 

 

Рис. 1. Влияние концентрации углеводов в ферментолизате рисовой шелухи (а) 
и температуры культивирования (b) на ксиланазную активность (ед./мл) штамма 560 P. mucilaginosus 
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Fig. 2. Effect of pH correction factors (a) and acidity (b) on xylanase activity (U/mL) 

in P. mucilaginosus strain 560 
 

Рис. 2. Влияние факторов корректировки рН среды (а) и кислотности среды (b) 
на ксиланазную активность (ед./мл) штамма 560 бактерий P. mucilaginosus 
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Fig. 3. Effect of xylan source (a) and incubation time (b) on xylanase activity (U/mL) 

in P. mucilaginosus strain 560 
 

Рис. 3. Влияние источника ксилана (а) и продолжительности инкубации инокулята (b) 
на ксиланазную активность (ед./мл) штамма 560 бактерий P. mucilaginosus 

 
tionin bacteria P. mucilaginosus strain 560 
(Fig. 3, a). This observation may relate to the pre-
sence of specific inductors produced in the partial hy-
drolysis of ferment lysate, which boost the xylanase 
biosynthesis as reported by [33] in experiments exam-
ining fungal xylanase production in Aspergillus and 
Trichoderma. As shown in [34], specific inductor sub-
stances play a key role in xylanase biosynthesis regu-
lation. Among those are xylose, xylobiose, xylooligo-
saccharides, xylose heterodisaccharides and their po-
sitional isomers formed during the enzymatic hydroly-
sis of rice bran fibre. Inoculate incubation time under 
the trial conditions was found to have an insignificant 
effect on bacterial growth and xylanase production 
(Fig. 3, b; see Table 2). Accordingly, the inoculum pre-
treatment is not required for experimental assays.  

Effect of nitrogen source and concentration. Tri-
als with various nitrogen sources demonstrated a 
maximal xylanase activity after a 48 h cultivation 
with carbamide supplemented medium (Fig. 4, a). A 
carbamide content of 0.2% increased the xylanase 
activity by 2–4 times compared to the control (no 
nitrogen) (Fig. 4, b). Under optimal cultivation condi-
tions, the maximum xylanase activity in the statio-
nary phase reached 20 U/mL, giving a 2-fold in-
crease compared to P. campinasensis BL11 cul-
tured under optimal conditions on a lye-treated rice 
bran-straw lysate medium (xylanase 10.5 U/mL) 
[35]. 

A combined application of ammonium sulphate 
and yeast extract in the medium increased the 
P. mucilaginosus biomass yield (see Table 2).  
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a b 
 

Fig. 4. Effect of nitrogen source (a) and concentration (b) in medium on xylanase activity (U/mL) 
in P. mucilaginosus strain 560 

 

Рис. 4. Влияние источника азота на ксиланазную активность (ед./мл) штамма 560 бактерий P. mucilaginosus:  
а – источник азота; b – концентрация источника азота в питательной среде 

 
CONCLUSIONS 
We identify the rice bran ferment lysate-based 

nutrient medium as optimal for the xylanase produc-
tion in P. mucilaginosus strain 560. Calcium sup-
plementation positively affects bacterial growth and 
xylanase biosynthesis. Recommended cultivation 
conditions are: carbon source concentration in the 

medium of 0.5% of total RS content; 0.2% car-
bamide as the optimal nitrogen source; calcium hy-
droxide as medium pH corrector to 6.0±0.2; cultiva-
tion temperature 30±1 °С. These conditions do not 
require inoculate pre-treatment of P. mucilaginosus 
strain 560, and a maximal xylanase activity reaches 
20 U/mL in stationary culture. 
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Abstract: The analytical task of determining the phenolic compound content of water-ethanol extracts of 
Populus tremula L. (common aspen) leaves is complicated by the heterogeneity of compound groups having 
different polarities and appearing in varying concentrations. The purpose of the present work is to study the 
conditions of solid-phase extraction and high-performance liquid chromatography used to analyse the con-
tent of different groups of phenolic compounds in water-ethanol extracts of leaves from the P. tremula plant. 
In order to facilitate the derivation of phenolic compounds, an exhaustive extraction process was carried out 
using ethanol. Solid-phase extraction was carried out using a Diapak C16 cartridge, after which the eluates 
were passed through a membrane filter having a pore diameter of 0.45 μm. The high-performance liquid 
chromatography method was used to determine the content of phenolic acids and flavonoid glycosides, as 
well as salicin and individual flavonoid glycoside components: hyperoside, rutin, astragalin and two unidenti-
fied flavonoid glycosides in aqueous (analyte 1) and aqueous-alcoholic fractions (analyte 2) in two systems 
along the gradient elution. The requirement of analysing the primary aqueous eluate together or in parallel 
with the main aqueous-alcoholic fraction in the preparation of P. tremula leaf extracts for high-performance 
liquid chromatography using solid-phase extraction cartridges was substantiated. For separating the extract 
to determine the hydroxycinnamic and hydroxybenzoic acid content, it is preferable to use system 2; for de-
termining the phenologlycoside (salicin) content, system 1 is more effective. Flavonoid glycosides (hyper-
oside, rutin, astragalin and two unidentified flavonoids) make the most significant contribution to the differ-
ence between the aqueous and aqueous-alcoholic fractions.  
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Определениe фенольных соединений в водно-этанольных 
экстрактах листьев Populus tremula L. c помощью  
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Резюме: Водно-этанольный экстракт листьев Populus tremula L. (осина обыкновенная) включает 
различные группы фенольных соединений с разной полярностью и различной концентрацией ве-
ществ, что осложняет аналитическую задачу при определении их содержания. Цель работы – 
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изучить условия твердофазной экстракции и высокоэффективной жидкостной хроматографии 
при исследовании содержания разных групп фенольных соединений в водно-этанольных экстрак-
тах листьев P. tremula. Для извлечения фенольных соединений проводили исчерпывающую экс-
тракцию этанолом. Твердофазную экстракцию осуществляли с помощью патрона Диапак С16, 
после чего элюаты пропускали через мембранный фильтр с диаметром пор 0,45 мкм. Методом 
высокоэффективной жидкостной хроматографии определяли содержание фенолокислот и глико-
зидов флавоноидов, а также салицина и индивидуальных компонентов гликозидов флавоноидов: 
гиперозида, рутина, астрагалина и двух неиндентифицированных гликозидов флавоноидов в вод-
ной (аналит 1) и водно-спиртовой фракциях (аналит 2) в двух системах, различающихся по гради-
енту элюирования. Доказана необходимость анализа первичного водного элюата совместно или 
параллельно с основной водно-спиртовой фракцией при подготовке экстрактов листьев P. tremula 
для высокоэффективной жидкостной хроматографии с помощью картриджей твердофазной экс-
тракции. Для разделения экстракта с целью определения содержания компонентов гидроксико-
ричных и гидроксибензойных кислот предпочтительнее использовать систему 2, для определения 
содержания фенологликозидов (салицина) – систему 1. Гликозиды флавоноидов (гиперозид, рутин, 
астрагалин и два неидентифицированных флавоноида) вносят наиболее весомый вклад в различие 
двух фракций – водной и водно-спиртовой.  
 

Ключевые слова: фенольные соединения, Populus tremula, твердофазная экстракция, высокоэф-
фективная жидкостная хроматография, пробоподготовка 
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INTRODUCTION 
The study of phenolic compounds (PCs) in plant 

material is of current interest in order to identify new 
economically-significant sources of biologically-
active substances, primarily for medicinal use. PCs 
are also widely used as chemotaxonomic markers, 
as well as, more recently, within the framework of 
ecological research in the selection of bioindication 
objects and methods for determining environmental 
wellbeing. Moreover, for taxonomic and bioindica-
tion purposes, it is necessary to obtain the most 
complete information on the content of individual 
phenolic substances, which presupposes exhaustive 
extraction and careful sample preparation. However, 
the complex matrix composition inherent in crude 
plant extracts complicates the analytical problem, 
negatively impacting on analysis results [1]. In terms 
of significantly simplifying the analysis procedure 
and improving its metrological characteristics, the 
most efficient and versatile method for isolation, pu-
rification and concentration of phenolic substances 
from plant samples having a complex composition is 
solid-phase extraction (SPE) [2, 3].  

An analysis of publications indexed in the Web 
of Science citation database (© Clarivate) for 2013–
2018 showed that, when performing tasks requiring 
maximum preservation of the extract for the subse-
quent study of PS, membrane filters are most typi-
cally used during preliminary sample preparation, 

often in conjunction with centrifugation. Mention of 
the use of solid-phase extraction (SPE), including 
the use of cartridges such as Phenomenex Strata-X 
and C18 (Torrance, CA, USA), Agilent SampliQ  
(Agilent Technologies, CA, USA) separately or to-
gether with other methods of purification and / or 
fractionation, was found in about a third of the re-
viewed publications [4–13]. In the Russian Federa-
tion, domestically-produced Diapak cartridges are 
successfully used (CJSC BioKhimMak ST, Moscow) 
for SPE purposes. For polyphenolic compounds, a 
sorbent with a grafted C18 phase is optimally used 
for sample preparation within the framework of 
HPLC analysis [1]. 

According to the literature data, various groups of 
phenolic compounds are present in the leaves of 
Populus tremula L. (common aspen): flavonoids (hy-
peroside, rutin, quercitrin, isoquercitrin, astragalin), 
nine phenolic glycosides, including salicin and tremu-
lacin, as well as chlorogenic acid and esters of p-
coumaric, ferulic and cinnamic acids [14–17]. Phenol 
glycosides constitute a significant proportion of PCs 
in aspen leaves, significantly exceeding the flavonoid 
and phenol carboxylic acid content [15]. The separa-
tion completeness of compounds and quantitative 
determination accuracy can be influenced by the 
chemical nature of individual components in the intact 
sample, as well as their number and content [5, 18]. 
A matrix with the joint presence of a sufficiently large 
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number of substan-ces of different polarities having 
different concentrations presents difficulties in per-
forming tasks to determine component content and 
composition. 

In our study examining the content of different 
groups of phenolic compounds in water-ethanol ex-
tracts of leaves of P. tremula, we set the goal of 
studying the conditions of SPE and HPLC analysis. 

 
MATERIALS AND METHODS 
We examined mature undamaged leaf blades 

from aspen trees of between 10 and 15 years old, 
collected from the 1st to the 5th August, 2015, on 
the territory of the Kedrovsky coal mine in south-
western Siberia. According to the results of differen-
tial spectrophotometry with AlCl3, the different total 
flavonoid glycoside content in terms of rutin follo-
wing a single cold extraction with 95% ethanol was 
as follows: sample 1 (O1) – 0.4±0.1; sample 2 (O2) 
– 0.6±0.1; sample 3 (O3) – 1.0±0.1.  

In order to extract phenolic compounds, an  
exact weighed portion (0.120–0.200 g) of the 
crushed air-dry material was first obtained by cold 
extraction with 70% ethanol in darkness for 48 h. 
Next, an exhaustive extraction was carried out three 
times with 50% ethanol while heating in a water 
bath: 1) 30 ml of the extractant – for 30 minutes; 2) 
20 ml of extractant – for 20 minutes; 3) 10 ml of ex-
tractant – for 10 minutes. The combined extract was 
evaporated to dryness and brought to a volume of 
3 ml with 50% ethanol.  

For SPE, 1 ml of the extract was diluted with 
bidistilled water to 5 ml and passed through a Dia-
pak C16 concentrating cartridge (CJSC BioKhim-
Mak ST). The substances were washed off the car-
tridge with a small amount (5 ml) of solvent with an 
increasing concentration of ethanol (40, 70 and 
96%).  

During the preparation of P. tremula samples, it 
was observed that the aqueous residue had a yel-
lowish colour when the sample was washed through 
a TFE cartridge, indicating a significant content of 
coloured compounds, possibly of a phenolic nature. 
For this reason, the water residue was not discarded 
following sorption on the cartridge, but analysed as 
the first fraction (analyte 1 – A1) separately from the 
water-alcohol fraction (analyte 2 – A2). Following 
SPE, the eluates were passed through a membrane 
filter having a pore diameter of 0.45 μm. 

The components were analysed on an Agilent 
1200 liquid chromatograph fitted with a diode array 
detector and a ChemStation system for collecting 
and processing chromatographic data. The sub-
stances were separated on a Zorbax SB-C18 co-
lumn having dimensions 4.6×150 mm and a particle 
diameter of 5 μm using a gradient elution mode. 
Two systems were used for the chromatographic 
procedure. System 1 (S1, developed for the separa-
tion of phenolic substances, primarily flavonoid gly-
cosides): in the mobile phase, the methanol content 

in an aqueous solution of orthophosphoric acid 
(0.1%) varied: from 32 to 33% in 27 minutes; then 
up to 46% – by 38 minutes; then up to 56% – by 
50 minutes; and up to 100% – by 54 minutes. Sys-
tem 2 (S2, developed for the separation of phenolic 
substances, primarily phenolic acids): in the mobile 
phase, the methanol content in an aqueous solution 
of orthophosphoric acid (0.1%) varied: from 19 to 
70% – in 30 minutes; then to 100% – by 32 min. The 
flow rate of the eluent is 1 ml/min. Column tempera-
ture – 26 

o
C. Volume of injected sample – 10 μl. 

Detection was carried out at analytical wavelengths 
λ = 255, 270, 290, 340, 350, 360, 370 nm. To pre-
pare the mobile phases, we used methyl alcohol 
(extra pure grade), orthophosphoric acid (extra pure 
grade) and bidistilled water. Standard solutions were 
prepared at a concentration of 10 μg/ml in ethyl al-
cohol. Standard samples of salicin (MP Biomedicals 
LLC), rutin, hyperoside and astragalin (FLUKA Ana-
lytical) were used as taps. Each variant was ana-
lysed in 4 replications. 

The content of individual components (Cx, %) in 
terms of absolutely dry matter (ADM) was calculated 
by the formula: 

  

   


   

ст 1 1 2
x

2

C S V V 100
C

S M 10 (100 B)
, 

 
where Сst – the concentration of a standard solution 
of a phenolic compound (PC), μg/ml; S1 – the area 
of the PC peak in the analysed sample, a.u.; S2 – 
peak area of the standard PC, a.u.; V1 – volume of 
the eluate after washing out the PC from the con-
centrating cartridge, ml; V2 – total extract volume, 
ml; M – sample weight, mg; B – raw material mois-
ture (%). 

The salicin content was calculated in terms of 
salicin; phenolic acids – in terms of gallic and 
chlorogenic acids. The flavonoid glycoside content 
was calculated for quercetin using the coefficient 
known from the literature for converting the concen-
tration – 2.504 [19, 20].  

Statistical data processing – calculation of the 
average value of the feature (M), its error (mM), vari-
ance (ANOVA, Duncan's test) and the method of 
principal components were carried out using the 
Statistica 10 application package.  

 
RESULTS AND DISCUSSION 
Hyperoside, rutin, astragalin, as well as gallic-, 

chlorogenic-, and cinnamic acids, were previously 
found in the leaves of P. tremula from ecotopes ha-
ving varying degrees of technogenic load [21].  

In this work, the composition and content of 
phenolic acids (PA) and flavonoids glycosides (FG) 
in both aqueous (A1) and aqueous-alcoholic frac-
tions (A2) were determined in two systems differing 
in the elution gradient. Data on the content of differ-
rent groups of PC are presented in Table 1.  
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Table 1. Phenolic content and number of components in aqueous and aqueous-alcoholic fractions of Populus tremula 

leaf extracts in systems with different elution gradients (% on ADM) 
Таблица 1. Содержание фенольных соединений и число компонентов в водных и водно-спиртовых фракциях 

экстрактов листьев Populus tremula в системах с разным градиентом элюирования (% на АСВ) 
 

Sample PC 
System 1 System 2 

A1 A2 A1 A2 extract R, % 

1 
PA,% 
FG,% 
N, pcs 

0.74±0.01 
1.27±0.10 

33 

0.50±0.01 
1.95±0.17 

44 

0.91±0.01 
1.69±0.15 

57 

0.39±0.01 
1.73±0.15 

46 

2.00±0.18 
4.96±0.40 

65 
69 

56 

2 
PA,% 
FG,% 
N, pcs 

0.79±0.01 
0.81±0.01 

45 

0.29±0.01 
1.01±0.01 

44 

0.62±0.04 
0.81±0.01 

65 

0.84±0.06 
0.99±0.01 

34 

2.09±0.18 
2.80±0.21 

67 
64 

51 

3 
PA,% 
FG,% 
N, pcs 

1.94±0.15 
1.96±0.17 

27 

0.49±0.01 
1.37±0.10 

33 

2.58±0.20 
2.20±0.17 

43 

0.57±0.01 
1.48±0.10 

37 

3.51±0.25 
3.50±0.30 

91 
105 

55 

Note. N is the number of phenolic components; R is the degree of analyte recovery. 

 
Earlier, possible losses of gallic and caffeic  

acids in the process of sample preparation of plant 
extracts using SPE were reported [1, 22]. In all in-
vestigated P. tremula samples, the aqueous eluate 
(A1) contains a significant amount of PA – in most 
cases, exceeding that of the aqueous-alcoholic ana-
lytes (see Table 1). In addition, the presence of sig-
nificant amounts of phenolic – including flavonoid – 
components was observed in the aqueous fractions 
of all samples (Fig. 1). Thus, in the first two sam-
ples, the FG content in the aqueous analyte is com-
parable to – or only 1.3–1.5 times less than – the 
FG content in the target aqueous-alcoholic analyte. 
In O3, however, the FG content in the aqueous ana-
lyte exceeds that observed in the aqueous-alcoholic 
analyte by 1.4–1.5 times. The lowest number of 
compounds for all studied variants of determination 
was noted for O3, in which the highest content of 
both PC groups is observed.  

It is known that substances having different po-
larities are concentrated and desorbed from the 
sorbent of the cartridge to varying degrees of extrac-
tion. The recovery factor was analysed in the sys-

tem having the highest total PC content and number 
of components, i.e. S2 (see Table 1). In an earlier 
work, it was indicated that the degree of extraction 
of rutin from an aqueous decoction of St. John's 
wort was 49% [1]. In our samples, the degree of 
extraction from the combined fractions (aqueous 
and aqueous-alcoholic) was for different samples: 
for FG – 64–105%; for PA – 65–91%. The different 
recovery rates are possibly related to intermolecular 
effects in the complex natural matrix of the aspen 
leaf extract, as well as to the different number and 
content of the determined components in the sam-
ples. 

To elucidate the relationship between the PC 
composition and content of the aspen leaf extract 
with the sample preparation and HPLC analysis 
conditions, we determined the content of some indi-
vidual substances (salicin, hyperoside, rutin and 
astragalin), as well as two unidentified substances 
(FG1 and FG2), classified as glycosides of flavo-
noids, according to spectral data (λmax = 255, 
355 nm) (Table 2). 

 

 
 

Fig. 1. HPLC chromatograms of water-ethanol extracts of Populus tremula leaves: S1 – 360 nm; S2 – 325 nm; 
blue line – A1, green line – A2; main components:  1 – salicin; 2 and 3 – flavonoid glycosides FG1 and FG2; 

4 – hyperoside; 5 – rutin,  6 – astragalin 
 

Рис. 1. ВЭЖХ-хроматограммы водно-этанольных экстрактов листьев Populus tremula: С1 – 360 нм, С2 – 325 нм; 
синяя линия – А1, зеленая линия – А2; основные компоненты: 1 – салицин, 2 и 3 – гликозиды флавоноидов ГФ1 и ГФ2, 

4 – гиперозид, 5 – рутин, 6 – астрагалин 
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The highest salicin content (best recovery and 
separation) was noted in aqueous eluates, especial-
ly during chromatography in S1. Two glycosides 
FG1 and FG2, which were close in retention times, 
were not separated in the aqueous-alcoholic eluate 
of either system. For O3, a different ratio of the main 
flavonoid components – rutin (prevailing) and hy-
peroside – was established than in other studied 
samples, in which the content of hyperoside ex-
ceeded the amount of rutin by 2 or more times 
(see Table 1).  

To identify the most significant influencing fac-
tors from the existing number of explanatory vari-
ables (the content of analysed individual substances 
and their sums), the principal component analysis 
(PCA) method was applied.  

We took 9 signs: content salicin, hyperoside, ru-
tin, astragalin, flavonoid glycosides FG1 and FG2, 
the sum of five glycosides, the sum of FG and the 
sum of FC. The data visualisation is graphically pre-
sented in the scatterplot (Fig. 2). 

For the PC of aspen leaves, sufficiently clear 
scattering regions can be observed on a three-
dimensional diagram constructed using the first 
three factors (F1-F2-F3). The compact area of dis-
persion of indicators of the PC content in the О2 
aspen leaves is separated from others by the first 
factor. The most significant correlation coefficients 
noted for the first factor are the sum of FG, the sum 
of five glycosides and the sum of PC, as well as  
the salicin and rutin content. Different samples have 

 
Table 2. Content of individual components of phenolic compounds in aqueous and aqueous-alcoholic fractions  

of Populus tremula leaf extracts in systems with different elution gradients (% on ADM) 
Таблица 2. Содержание индивидуальных компонентов фенольных соединений в водных и водно-спиртовых 
фракциях экстрактов листьев Populus tremula в системах с разным градиентом элюирования (% на АСВ) 
 

Sample / 
analyte / 
system 

Salicin FG1 FG2 Hyperoside Rutin Astragalin 
Total 

amount  
of FG 

О1/А1/С1 
О1/А2/С1 
О1/А1/С2 
О1/А2/С2 

0.78±0.06 bc 
0.21±0.02 d 
0.67±0.05 с 

n/d 

0.075±0.006 b 
n/d 

0.100±0.009 a 
n/d 

0.075±0.006 f 
0.575±0.030 а 
0.075±0.006 f 
0.275±0.023 d 

0.925±0.030 a 
0.825±0.030 b 
0.85±0.06 b 

0.325±0.025 cf 

n/d 
0.43±0.03 c 

0.175±0.015 f 
0.30±0.02 d 

0.18±0.01 c 
0.25±0.02 a 
0.15±0.01 d 
0.23±0.02 b 

1.25±0.10 d 
1.65±0.15 b 
1.35±0.10 dc 
1.13±0.10 a 

О2/А1/С1 
О2/А2/С1 
О2/А1/С2 
О2/А2/С2 

0.84±0.07 b 
0.15±0.01 d 
0.24±0.02 d 

n/d 

0.050±0.003 c 
n/d 

0.050±0.003 c 
n/dа 

0.075±0.006 f 
0.175±0.013 с 
0.075±0.006 f 
0.225±0.017 e 

0.275±0.020 fg 
0.20±0.01d 
0.30±0.02 fg 

0.375±0.030 c 

0.075± 0.006 h 
0.175±0.015 f 
0.075± 0.006 h 
0.050±0.003 gh 

0.100±0.009 e 
0.13±0.01 g 
0.13±0.01 g 

0.075±0.006 f 

0.58±0.04 f 
0.68±0.05 f 
0.63±0.05 f 
0.73±0.06 f 

О3/А1/С1 
О3/А2/С1 
О3/А1/С2 
О3/А2/С2 

1.73±0.15 a 
0.16±0.01 d 
0.69±0.05 c 

n/d 

0.055±0.003 c 
n/d 

0.07±0.006 b 
n/d 

0.33±0.02 b 
0.107±0.009 f 
0.25±0.02 de 

0.110±0.009 f 

0.303±0.020 fg 
0.055±0.003 e 
0.25±0.02 dg 

0.045±0.003 e 

0.89±0.06 a 
0.72±0.05 e 
0.77±0.05 e 
0.65±0.05 b 

0.11±0.09 g 
0.090±0.008 e 
0.06±0.004 f 
0.16±0.01 d 

1.70±0.15 b 
0.95±0.15 e 
1.40±0.10 d 
0.95±0.09 e 

Note. n/d – not detected; column averages followed by like letters do not differ significantly from each other 
according to Duncan's test at P = 0.05. 

 

 
 

Fig. 2. Application of the PCA method in the distribution of water- and aqueous-alcoholic fractions of Populus tremula leaf 
extracts: green – О1,  orange – O2, violet – O3; circle – S1, square –S2; 

thin black border line – A1; bold grey – A2 
 

Рис. 2. Применение метода главных компонент при распределении водных и водно-спиртовых фракций экстрактов 
листьев Populus tremula: зеленый – О1, оранжевый – О2, фиолетовый – О3; круг – С1, квадрат – С2; 

линия границы тонкая черная – А1, жирная серая – А2 
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their own scattering regions according to F2-F3 
(separated by black lines in the figure). In addition, 
according to F2-F3, there are two scattering regions, 
represented by (1) aqueous and (2) aqueous-
alcoholic fractions, although some points are located 
nearby. The second factor correlates most strongly 
with the astragalin and FG2 content, while the third 
correlates most strongly with the hyperoside, FG1 
and rutin content. According to F1-F3, the region 
with aqueous-alcoholic eluates is also localised, 
except for O1 in the aqueous-alcoholic fraction S1. 

Thus, the differences between the aqueous and 
aqueous-alcoholic fractions, as well as the diffe-
rences of the samples from each other, is mainly 
due to the content of individual flavonoid compo-
nents: hyperoside, astragalin, rutin, FG1 and FG2. 
Differences in the PC content of aspen leaves large-
ly depend on the analysed fraction (aqueous or 
aqueous-alcoholic) (see Fig. 2). The salicin and PC 
content correlates with the sample preparation con-
ditions and elution gradient in HPLC analysis. Sali-
cin is best detected in the S1 aqueous eluate (see 
Table 2). S2 is preferable for use at a sufficiently 

high content of PA in the test material, in particular, 
for the analysis of the aqueous fraction of P. tremula 
leaf extracts (see Table 1). 

 
CONCLUSIONS 
1. In order to study the PC composition and con-

tent by means of HPLC when preparing Populus 
tremula extracts using SPE cartridges, it is neces-
sary to analyse the aqueous eluate together or in 
parallel with the main aqueous-alcoholic fraction. 

2. In order to separate the extract for determi-
ning the hydroxycinnamic and hydroxybenzoic acid 
content, it is preferable to use system 2; for deter-
mining the phenologlycoside (salicin) content, sys-
tem 1 is more effective.  

3. Preferred conditions for sample preparation 
and HPLC analysis for optimal separation of the 
component composition of flavonoid glycosides 
have not been identified. The content of individual 
flavonoids (hyperoside, astragalin, rutin, and two 
unidentified flavonoids) makes the most significant 
contribution to the differences between aqueous and 
aqueous-alcoholic fractions.  
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Резюме: Проведен подбор массива сенсоров с учетом специфики компонентного состава эфирно-
го масла хмеля. Исследована интенсивность аромата нескольких сортов хмеля путем примене-
ния высокочастотных пьезоэлектрических резонаторов с высокой чувствительностью, низкими 
пределами обнаружения легколетучих компонентов. Аналитические сигналы массива сенсоров в 
парах равновесной газовой фазы проб были скомпонованы в многомерный набор данных, представ-
ленных в виде «визуального отпечатка» (диаграммы построены по максимальным откликам сен-
соров в равновесной газовой фазе образцов в течение временного интервала 60 с). Данные для 
образцов с приемлемыми органолептическими характеристиками, соответствующими норма-
тивным документам, принимали за стандарт. Для исследуемых образцов отклики химических сен-
соров в равновесной газовой фазе были представлены в виде суммарного сигнала и сопоставлены 
с «визуальным отпечатком» максимумов для стандарта в программном обеспечении, рассчитаны 
площади фигур отпечатков SΣ, Гц.с.. В качестве дополнительных характеристик были применены 
5 параметров идентификации Aij, рассчитанные по сигналам отдельных сенсоров в газовой фазе 
анализируемых образцов и выбранных стандартов. При относительном различии параметров фи-
гур «визуального отпечатка» менее чем на 20% была установлена идентичность состава анали-
зируемой пробы и соответствующего стандарта. При относительном различии более 20% пара-
метров фигур сигналов пробу считали не идентичной выбранному стандарту. Результаты 
исследований использованы для установления идентичности или аутентичности проб гранулиро-
ванного хмеля из разных партий. 
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Abstract: An array of sensors was selected taking into account the specific component composition of the 
essential oil contained in the hop plant. The aroma intensity of several hop varieties was investigated using 
high-frequency piezoelectric resonators with a high sensitivity and low detection limits for volatile compo-
nents. Analytical signals of the sensor array in the vapour of the equilibrium gas phase of the samples were 
assembled into a multidimensional data set, presented in the form of a “visual imprint” (diagrams were plot-
ted according to the maximum responses of the sensors in the equilibrium gas phase of the samples during 
a time interval of 60 s). Data for the samples with acceptable organoleptic characteristics complying with 
regulatory documents were taken as the standard. For the samples under study, the responses of chemical 
sensors in the equilibrium gas phase were presented in the form of a total signal and compared with the “vi-
sual imprint” of the maxima for the standard; the areas of indentation figures were calculated – SΣ, Gc.s.. As 
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additional characteristics, 5 identification parameters Aij were used, calculated from the signals of individual 
sensors in the gas phase of the analyzed samples and selected standards. The identity between the compo-
sition of the sample under analysis and the corresponding standard was established, when the relative dif-
ference in the parameters of the "visual imprint" figures did not exceed 20%. Conversely, a sample was con-
sidered not identical to the selected standard, when the relative difference was higher than 20%. The 
experimental results were used to establish the identity or authenticity of hop pellet samples from different 
batches. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Хмелевое эфирное масло придает хмелю 

присущий ему специфический аромат. Хмелевое 
масло – смесь летучих маслообразных веществ с 
приятным ароматом, содержащихся в основном в 
лупулине. Эфирное масло содержит около 300 
соединений, компоненты эфирного масла состоят 
из двух фракций: углеводородной (40–80 %) и 
кислородосодержащей. Большую часть (60–80 %) 
углеводородной фракции составляют мирцен, 
кариофиллен, гумулен, гераниол, линалоол и 
фарнезен. Мирцен придает аромату остроту и 
может быть причиной резкого аромата (в хмеле с 
«тонким» ароматом его не более 50 %). Содержа-
ние гумулена положительно сказывается на аро-
мате, поэтому в сортах с «тонким» ароматом его 
содержание выше. При хранении хмеля под вли-
янием кислорода воздуха, а также в результате 
активности ферментов и жизнедеятельности мик-
роорганизмов происходят окислительные и био-
химические процессы, оказывающие влияние на 
качество хмеля и пива [1, 2]. 

Качество и безопасность гранулированного 
хмеля как сырья для пивоваренного производства 
контролируют по набору физико-химических и 
органолептических показателей. При постоянстве 
и соответствии нормам физико-химических пока-
зателей проб гранулированного хмеля на произ-
водстве возникает проблема в оценке различий 
аромата, определяющего в процессе дальнейше-
го производства органолептические свойства пи-
ва. Органолептическая объективная оценка аро-
мата предполагает наличие не менее 5 
квалифицированных дегустаторов, что невыпол-
нимо для малотоннажных производств. Органо-
лептический анализ проб хмеля достаточно дли-
телен, результаты анализа зависят от многих 
факторов, и в случае изучения данных объектов 
воспроизводимость результатов и их математи-
ческая обработка являются сложными задачами. 
Не менее важным является решение задач кон-
троля воспроизводимости аромата разных партий 
хмеля одного производителя (или нескольких 
производителей) с целью сохранения прослежи-

ваемости схожих органолептических свойств пи-
ва. Актуальна апробация сортов хмеля для приго-
товления разнообразных сортов пива, в том чис-
ле с применением сухого охмеления [7–12]. 

Цель работы – экспресс-оценка аромата сор-
тов хмеля с помощью системы искусственного 
интеллекта. Задачей исследования являлись: 
подбор массива сенсоров с учетом специфики 
компонентного состава эфирного масла хмеля; 
исследование интенсивности аромата сортов 
хмеля для установления идентичности или 
аутентичности проб гранулированного хмеля из 
разных партий. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Применяли образцы хмеля сорта Перле уро-

жаев 2014, 2015 гг. Хмель урожая 2015 г. (стан-
дарт 1 – С1) – тип 45, α = 7,0%; хмель урожая 
2014 г. (стандарт 2 – С2) – тип 45, α = 10,0%. 
Провели сравнение обоих стандартов с анали-
зируемым образцом из партии, для которой нуж-
но доказать соответствие или принадлежность 
продукции одному из производителей стандар-
тов 1 или 2. Исследования идентичности проб 
гранулированного хмеля по запаху с применени-
ем химических сенсоров проводили в статиче-
ском детектирующем устройстве «пьезоэлек-
тронный нос» (в ООО «Сенсорика – новые техно-
логии»). Матрица прибора сформирована из 
пьезорезонаторов с различными пленками сор-
бентов на обеих сторонах кристалла, обеспечи-
вающего высокую чувствительность, низкий пре-
дел обнаружения, простоту работы, экспрес-
сность анализа без сложной пробоподготовки. 
Устройство позволяет обеспечить одновремен-
ность детектирования нескольких компонентов 
легколетучей фракции запаха, удобную визуали-
зацию индивидуального профиля химического 
состава запаха проб, сохранение и сравнение их 
в любое время, в том числе удаленно в про-
граммном обеспечении. В результате получают 
качественные и количественные критерии, поз-
воляющие объективно принимать решение о 
степени идентичности проб гранулированного 

https://doi.org/10.21285/2227-2925-2020-10-3-479-486


Коростелев А.В., Рукавицын П.В., Новикова И.В. и др. Исследование ароматобразующих … 
Korostelev A.V., Rukavitsyn P.V., Novikova I.V., et al. Study of hop aroma … 

 

 

 
ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 

 
481 

  
 

хмеля как для оценки воспроизводимости аро-
мата, так и оценки изменений в процессе его 
хранения [3–6]. Идентичность проб гранулиро-
ванного хмеля по запаху устанавливали с при-
менением химических сенсоров, что включало 
подготовку пробы, отбор равновесной газовой 
фазы и детектирование легколетучих компонен-
тов. 

Осуществляли подбор системы сенсоров для 
проведения исследований образцов хмеля. 

Для модификации электродов семи пье-
зокварцевых резонаторов АТ-среза с базовой 
частотой колебаний 10,0 МГц применяли раство-
ры поливинилпирролидона, (ПВП), полиэти-
ленгликоль фталата (ПЭГФ), полиэтиленгликоль 
сукцината (ПЭГСк), полиэтиленгликоля (ПЭГ-
2000), дициклогексана-18-краун-6 (18К6), пчели-
ного клея (прополис) (ПК), полиэтиленгликоль 
себацината (ПЭГСб). Тонкие пленки сорбентов 
формировали нанесением микрошприцем их 
растворов на тензочувствительную область пье-
зокварцевых резонаторов (электродов). При вы-
боре покрытий электродов учитывали необходи-
мость идентификации веществ, определяющих 
аромат гранулированного хмеля, его индивиду-
альность для разных наименований и произво-
дителей. Избыток растворителя удаляли в су-
шильном шкафу в течение 15–20 мин при 
температуре 40 

о
С. Чувствительность по массе 

адсорбируемых молекул данным набором сен-
соров составляет не менее 8 Гц/10 нг сорбата, 
предел обнаружения летучих соединений 
наиболее чувствительного сенсора 1 составляет 
150 нг/дм

3
. 

Пробу гранулированного хмеля в нативном 
состоянии массой 5–10 г. помещали в стеклян-
ный бюкс на ½ от объема. Герметично закрыва-

ли инертной мягкой мембраной, выдерживали в 
течение 20 мин, отбирали стерильным шприцем 
3 см

3
 равновесной газовой фазы над пробой, 

вкалывали пробу в закрытую ячейку детектиро-
вания. 

При диффузии легколетучих веществ в око-
лосенсорное пространство ячейки детектирова-
ния и их адсорбции на пленках химических сен-
соров изменялись частоты колебаний кварцевой 
пластины химических сенсоров, которые реги-
стрировали в программном обеспечении в тече-
ние 60 с с шагом 1 с. 

После измерению регенерация сенсора (пол-
ное восстановление начальной частоты колеба-
ний) производили с помощью обработки сенсора 
осушенным лабораторным воздухом, подаю-
щимся в ячейку с помощью компрессора в тече-
ние 4–6 с. Аналитическим сигналом массива 
сенсоров в парах равновесной газовой фазы 
проб, принимаемых за стандарт и соответству-
ющих по показателям нормативным документам, 
с приемлемыми органолептическими характери-
стиками являлся многомерный набор данных, 
представляемых в виде «визуального отпечатка» 
максимумов (рис. 1). Сопоставляли «визуальные 
отпечатки» анализируемых образцов и стандар-
тов, рассчитывали площади и другие параметры 
фигур с помощью специального программного 
обеспечения [13–15]. При относительном разли-
чии параметров фигур менее чем на 20 % дела-
ли вывод об идентичности состава анализируе-
мой пробы и соответствующего стандарта. При 
относительном различии более 20% различия в 
составе смеси легколетучих соединений считали 
значимыми, а пробу – не идентичной выбранно-
му стандарту. 

 

  
Стандарт 1 Стандарт 2 

  
а b 

 

Рис. 1. «Визуальные отпечатки» максимумов для образцов проб хмеля разных производителей: стандарт 1 (а)  
и стандарт 2 (b). По осям – номера сенсоров с различными покрытиями,  

по вертикали – максимальные отклики сенсоров за время измерения (ΔFmax, Гц) 
 

Fig. 1. ”Visual imprints” of maximums for hop samples from different manufacturers. Standard 1 (a)  
and Standard 2 (b). The axes show the sensor numbers with different coatings.  

Vertically, the maximum sensor responses during the measurement (ΔFmax, Hz) are given 
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При совпадении физико-химических показа-
телей, измеренных другими методами (напри-
мер, ВЭЖХ-анализ), выявление значимых раз-
личий свидетельствовало об изменении аромата 
партии хмеля, что может приводить к изменению 
органолептических показателей пива. Снижение 
степени идентичности «визуальных отпечатков» 
максимумов можно объяснить нарушением тех-
нологии производства гранулированного хмеля, 
изменением сорта или качества сырья, порчей 
сырья, несоблюдением условий хранения хмеля 
и др. [16–20]. 

Продолжительность анализа с учетом пробо-
подготовки составляла 25 мин при двухкратном 
повторении измерения, время измерения – 
1 мин; число измерений без обновления массива 
сенсоров – 150. Продолжительность повторного 
нанесения пленок на электроды пьезорезонато-
ров – не более 45 мин. 

 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Провели анализ образца гранулированного 

хмеля (анализируемый образец) из партии, для 
которой нужно было доказать соответствие или 
принадлежность продукции одному из произво-
дителей (стандарту 1 или 2) (рис. 2). По физико-
химическим показателям анализируемый обра-
зец соответствует всем требуемым нормам для 
продукции всех производителей и соответствует 
стандартам – образцам двух лидеров рынка гра-
нулированного хмеля 1 и 2. При этом вызывал 
сомнение аромат образца, по которому трудно 
доказать соответствие ранее реализованной 
партии гранулированного хмеля производителя 
1. Для измерения качественного и количествен-
ного состава легколетучей фракции запаха всех 
проб и их сравнения применен набор химических 
сенсоров в приборе «пьезоэлектронный нос». 

Аналитическим сигналом массива сенсоров в 
парах равновесной газовой фазы проб, принима-
емых за стандарт и соответствующих по показа-
телям нормативным документам, с приемлемыми 
органолептическими характеристиками запаха 
являлся многомерный набор данных, представ-
ленных в виде «визуального отпечатка» макси-
мумов. Диаграммы построены по максимальным 
откликам сенсоров в равновесной газовой фазе 
образцов за 60 с. «Визуальные отпечатки» мак-

симумов для анализируемого образца (см. рис. 2) 
и стандартов (см. рис. 1) сопоставляли в про-
граммном обеспечении, рассчитывали их пло-
щадь SΣ, Гц.с и другие характеристики.  

 

 
Анализируемый образец 

 

Рис. 2. «Визуальный отпечаток» максимумов для анали-
зируемого образца гранулированного хмеля, для которо-
го необходимо установить идентичность пробам стандар-
тов 1 или 2 
 

Fig. 2. “Visual imprint” of the maximum for the analyzed 
granular hop to ascertain the identity to Standard 1 or 2 

 
Площадь «визуальных отпечатков» сигналов 

сенсоров в большей степени характеризует ин-
тенсивность запаха образцов. Качественный хи-
мический состав смеси детектируемых сенсора-
ми соединений, формирующих легколетучую 
фракцию запаха, отражает набор расчетных па-
раметров идентификации Аij, рассчитанных по 
сигналам отдельных сенсоров в парах анализи-
руемого образца и выбранных стандартов как 
частное откликов двух сенсоров (таблица). Это 
относительная характеристика сравнения чув-
ствительности двух сенсоров по отношению к 
одному и тому же набору соединений (безраз-
мерная величина). Для массива из семи сенсо-
ров таких параметров может быть 24. Но для 
каждого вида смеси соединений выбираются 
наиболее представительные показатели (мини-
максные значения набора). Таких показателей 
для анализируемых проб 4 и рассчитаны они по 
сигналам сенсоров, проявляющих сродство и 
селективность к спиртам, кислотам, аминам, 
альдегидам, специфическим ароматическим со-
единениям.   

 

Параметры идентификации 
Identification Parameters 
 

Вид пробы SΣ, Гц.с 
Относительное. 
изменение SΣ, % 

Вид параметра Аij 

1 2 3 4 

Стандарт 1 123* 

 

0,27 1,33 0,67 2,0 

Стандарт 2 98 0,20* 1,29 1,5 3,0 

Анализируемый образец (А) 112 0,18 1,57 1,5 3,0 
Стандарт 1 – А  9     
Стандарт 2 – А  14     

Совпадение показателей 
Стандарт 1 – А Х – – – – 

Стандарт 2 – А Х Х – Х Х 

*Отмечены параметры, близкие друг другу; Х – совпадение показателей. 
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По форме «визуального отпечатка» максиму-
мов и относительной разнице площадей для ана-
лизируемого образца и стандартов 1 и 2 не уста-
новлено существенных отличий. По сравнению со 
стандартами 1 и 2 относительное изменение 
площади «визуального отпечатка» максимумов 
для анализируемой пробы менее 20%. Но с уче-
том дополнительных параметров Аij анализируе-
мый образец отличался от стандарта 1 на 80%  
(4 из 5 выбранных параметров различаются), а от 
стандарта 2 – на 20% (отличался 1 из 5 выбран-
ных показателей). Различия в аромате анализи-
руемой пробы гранулированного хмеля от стан-
дарта 1 значимы, от стандарта 2 – не значимы. С 
учетом задачи (доказать соответствие какому-
либо из стандартов) принимали, что анализируе-
мый образец по составу легколетучей фракции 
запаха идентичен стандарту 2, а значит, не соот-
ветствует продукции производителя более ранних 
партий хмеля со стандартом 1. 

Продолжительность анализа с учетом пробо-
подготовки составила 25 мин с учетом двукрат-
ного повторения измерения, время измерения – 
1 мин. 

 
ВЫВОДЫ 
Исследование аромата образцов хмеля с по-

мощью химических сенсоров может обеспечить 
экспрессность анализа хмеля без сложной пробо-
подготовки, с высокой чувствительностью, низки-
ми пределами обнаружения легколетучих компо-

нентов аромата. Чувствительность химических 
сенсоров, модифицированных различными фаза-
ми сорбентов малой массы, позволяет провести 
одновременно детектирование нескольких компо-
нентов легколетучей фракции аромата (при при-
менении одновременно семи разнохарактерных 
химических сенсоров). Возможна визуализация 
индивидуального профиля химического состава 
запаха образцов, сохранение и сравнение их в 
программном обеспечении в любое время, в том 
числе удаленно.  

Метод исследования обеспечивает получение 
качественных (параметры А) и количественных 
(площадь «визуального отпечатка») критериев, 
позволяющих объективно идентифицировать 
пробы сортового хмеля разных лет урожая и 
определить изменения их органолептических ха-
рактеристик в процессе хранения. Отклики хими-
ческих сенсоров в парах равновесной газовой фа-
зы фиксируются в течение 60 с и формируются в 
виде суммарного сигнала в «визуальный отпеча-
ток» максимумов, который сопоставляется в про-
граммном обеспечении прибора с «визуальным 
отпечатком» максимумов для стандарта. При от-
носительном различии параметров фигур менее 
чем на 20 % делается вывод об идентичности 
состава анализируемой пробы и соответствующе-
го стандарта, при относительном различии более 
20% – различия в составе смеси легколетучих 
соединений считаются значимыми, а проба – не 
идентичной выбранному стандарту. 
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Резюме: Целью работы являлось исследование соединений из ряда протатранов в качестве био-
стимуляторов роста дрожжей Candida ethanolica, что обусловлено необходимостью определения 
условий, способствующих ускорению роста микроорганизмов в присутствии высокоэффективных, 
физиологически активных, нетоксичных соединений – протатранов. В качестве объекта исследо-
ваний использовали дрожжи Candida ethanolica. Дрожжи культивировали на синтетической пита-
тельной среде, содержащей в качестве источника углерода 1,5%-й раствор этанола. Протатра-
ны использовали в концентрациях 1·10

-6
–1·10

-8
% масс. Количество клеток дрожжей контролирова-

ли путем определения оптической плотности дрожжевых суспензий на фотоэлектроколориметре 
КФК-3 марки Zomax при длине волны 540 нм, при длине оптического пути 10 мм. Определение био-
массы дрожжей осуществляли гравиметрическим методом. На первом этапе работы было изуче-
но накопление клеток и биомассы при различной исходной концентрации клеток дрожжей. 
Выявлено, что при незначительном увеличении исходной концентрации клеток дрожжей 
происходит заметный сдвиг влево всей S-кривой. На втором этапе было изучено влияние 
протатранов на накопление клеток и биомассы при различной исходной концентрации клеток 
дрожжей. Сравнение полученных данных между собой показало, что исследованные протатраны 
существенно увеличивали удельную скорость роста и сокращали время генерации в период лог-
фазы в том случае, если на данную фазу приходилась значительная часть процесса 
культивирования. Однако наличие протатранов значительно замедляло удельную скорость роста 
и увеличивало период генерации в лог-фазе в том случае, если культура значительную часть 
времени культивирования находилась в стационарной фазе. Возможно, это вызвано 
положительным влиянием протатранов на синтез белка, который наиболее интенсивен во время 
лог-фазы. Применение протатранов позволяет модулировать количество клеток, количество 
биомассы, удельную скорость роста и время генерации дрожжей Candida ethanolica в зависимости 
от исходной концентрации клеток и, соответственно, от фазы роста культуры. 
 

Ключевые слова: протатраны, биомодуляторы, дрожжи, одноклеточный белок, Candida 
ethanolica, биомасса 
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Abstract: This study was aimed at investigating compounds from a series of protatranes as biostimulants for 
the growth of the Candida ethanolica yeast. The relevance of the study is associated with the need to deter-
mine conditions accelerating the growth of microorganisms in the presence of such highly effective, physio-
logically active and non-toxic compounds as protatranes. The research object was the Candida ethanolica 
yeast cultivated on a synthetic nutrient medium containing 1.5% ethanol solution as a carbon source. Prota-
trans were used at concentrations of 1·10

-6
–1·10

-8
 wt%. The number of yeast cells was controlled by deter-

mining the optical density of yeast suspensions using a KFK-3 Zomax photoelectrocolorimeter at a wave-
length of 540 nm and optical path length of 10 mm. The determination of yeast biomass was carried out 
gravimetrically. The first stage of the work set out to study the accumulation of cells and biomass at various 
initial yeast cell concentrations. It was revealed that a slight increase in the initial concentration of yeast cells 
leads to a noticeable shift of the entire S-curve to the left. A comparison of the obtained data sets showed 
that the investigated protatranes significantly increase the specific growth rate and reduce the generation 
time during the log phase, provided that this phase accounts for a significant part of the cultivation process. 
However, the presence of protatranes significantly reduce the specific growth rate and increase the genera-
tion period in the log phase, provided that the culture remains in the stationary phase for a significant part of 
the cultivation time. This is likely to be associated with the positive effect of protatranes on protein synthesis, 
which is most intense during the log phase. The use of protatranes facilitates the control over the number of 
cells, amount of biomass, specific growth rate and generation time of the Candida ethanolica yeast depen-
ding on the initial cell concentration and, accordingly, the growth phase of the culture. 
 

Keywords: protatranes, biomodulators, yeast, unicellular protein, Candida ethanolica, biomass 
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ВВЕДЕНИЕ 
Одним из способов решения проблемы бел-

кового дефицита является культивирование 
микроорганизмов – продуцентов одноклеточного 
белка [1, 2]. При его производстве актуальным 
является ускорение синтеза биомассы микроор-
ганизмов. Для ускорения роста биомассы широко 
применяются различные биостимуляторы: мине-
ральные соли, аминокислоты, витамины, органи-
ческие кислоты, экстракты растительного или 
микробиологического происхождения, природ-
ные и специально синтезированные органиче-
ские соединения. Однако многие из них имеют 
нестабильный состав, а также относительно 
большой расход и высокую стоимость, что сни-

жает их потребительские качества [3, 4]. 
В данном контексте перспективны синтези-

рованные нами доступные физиологически ак-
тивные соединения – протатраны [5–12]. В каче-
стве основы для дизайна протатранов выбраны 
два вида доступных реактивов (компонентов): 
биогенные этаноламины (в частности, триэтано-
ламин) и биологически активные арилхалькоге-
нилуксусные кислоты. Этаноламины участвуют в 
процессах внутриклеточного метаболизма и яв-
ляются составной частью фосфолипидов, холи-
на, ацетилхолина и др. Арилхалькогенилуксус-
ные кислоты обладают широким спектром био-
логического действия и нашли применение в ме-
дицине и сельском хозяйстве [7, 11].  
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Проведенные ранее исследования позволи-
ли выявить разнонаправленное действие прота-
транов на различные биологические объекты 
[13], в связи с чем при культивировании микроор-
ганизмов важно понимать, какие факторы спо-
собствуют повышению эффективности данного 
процесса. Для исследования этой проблемы хо-
рошо подходят дрожжи Candida ethanolica. В ка-
честве источника углерода они предпочитают 
использовать этанол, что дает возможность изу-
чать процесс роста микроорганизмов в модель-
ных условиях, так как этиловый спирт является 
более дешевым источником углерода в сравне-
нии, например, с химически чистой глюкозой, а 
также он не содержит примесей и хорошо рас-
творяется в воде [2, 14–16]. 

В связи с вышеизложенным цель настоящей 
работы состояла в исследовании соединений из 
ряда протатранов в качестве биостимуляторов 
роста дрожжей Candida ethanolica. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
В качестве объекта исследований использо-

вали дрожжи Candida ethanolica Rybarova, Stros 
et Kockova-Kratochvilova 1980 BKM Y-2300 T. 
Дрожжи культивировали на синтетической пита-
тельной среде следующего состава, г/л: 
NH4H2PO4 – 10,0; K2HPO4 – 10,0; MgSO4·7H2O – 
0,7; FeSO4·7H2O – 0,0125; MnSO4·7H2O – 0,0125; 
ZnSO4·7H2O – 0,0125; NaCl – 0,0063. Культиви-
рование проводили в аэробных условиях при  
37 

о
С. Аэрацию осуществляли на шейкере 

SERTOMAT BS-1 при интенсивности 200 мин
–1

. 
Источником углерода в среде являлся этиловый 
спирт, вносимый в количестве 1,5% об.  

В качестве стимуляторов роста дрожжей 
Candida ethanolica были протестированы хими-
ческие соединения 1 и 2 ряда протатранов, син-
тезированные на основе биогенных этанолами-
нов и арилхалькогенилуксусных кислот: 

 

 

 
 

Протатраны использовали в концентрациях 
1·10

–6
–1·10

–8
 % масс., которые были установле-

ны в ходе предыдущих исследований [10, 12]. 
Количество клеток дрожжей контролировали 

путем определения оптической плотности дрож-
жевых суспензий на фотоэлектроколориметре 
КФК-3 марки Zomax при длине волны 540 нм, при 
длине оптического пути 10 мм. Определение 
биомассы дрожжей осуществляли гравиметри-
ческим методом [17, 18].  

Определение удельной скорости роста и пе-
риода генерации вели по методикам, представ-
ленным в работе [19], по формулам:  

 

µ = 2 1

2 1

lnn -lnn

t -t
                         (1); 

g = 
ln2 0,693

=
μ μ

                         (2) 

 

где µ – удельная скорость роста, ч
-1

; n1 и  
n2 – концентрация клеток в момент времени t1 и 
t2 соответственно, кл/мл; g – период генерации 
(время удвоения числа клеток), ч. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
С точки зрения эффективности для биотех-

нологического производства важен период 
наибольшего накопления целевого продукта. 
Поэтому первым этапом работы было построе-
ние S-кривой роста дрожжей и определение 
временных периодов, в которых накапливается 
наибольшее количество биомассы и клеток. 

Культивирование проводили в условиях раз-
личной исходной концентрации клеток, поскольку 
она оказывает большое влияние на продолжи-
тельность фаз роста популяции [20]. В процессе 
культивирования анализировали изменение ко-
личества клеток и общей биомассы. Отбор проб 
осуществляли через 2, 4, 6, 8, 10, 24 и 48 ч куль-
тивирования. Результаты представлены на 
рис. 1, 2. 

При исходной концентрации клеток 3·10
6
 кл/мл 

среды фаза адаптации длилась 6 ч, лог-фаза за-
кончилась между 10 и 24 ч культивирования, после 
чего культура вошла в стационарную фазу. Мак-
симальное количество клеток было выше исход-
ного на 11,0% (см. рис. 1). Изменение количества 
биомассы соответствовало фазам роста: наблю-
далось незначительное увеличение биомассы в 
конце лаг-фазы, основной экспоненциальный 
рост − между 8 и 24 ч, постепенное замедление 
− в стационарной фазе. Итоговое количество 
биомассы увеличилось в 2,6 раза в сравнении с 
исходным (см. рис. 2). Таким образом, при ис-
ходной концентрации клеток 3·106 кл/мл макси-
мальное количество биомассы образовывалось 
через 48 ч культивирования, причем большая ее 
часть – во время лог-фазы. 

При исходной концентрации клеток дрожжей 
9·10

6
 кл/мл среды фаза адаптации и лог-фаза 

были очень короткими (2 и 6 ч соответственно). 
Большую часть культивирования дрожжи нахо-
дились в стационарной фазе роста. Количество 
клеток к концу культивирования увеличилось на 
10,8% относительно исходного (см. рис. 2). Из-
менение количества биомассы соответствовало 
фазам роста: интенсивное накопление биомассы 
наблюдалось в фазе адаптации и лог-фазе; за-
тем медленный прирост с увеличением количе-
ства биомассы через сутки в 2,2 раза. После че-
го биомасса клеток стала постепенно снижаться. 
Это связано с тем, что культура дрожжей нахо-
дилась уже во второй половине стационарной 
фазы, когда клетки испытывают значительный 
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недостаток питательных веществ и для выжива-
ния используют внутриклеточные ресурсы [21].  

 

 
 

Рис. 1. Влияние исходной концентрации клеток  
дрожжей на S-кривую (А – 3·106 кл/мл; Б – 9·106 кл/мл) 
 

Fig. 1. Relationship between the initial concentration of yeast 
cells and the S-curve(A – 3·106 cells/ml; B – 9·106 cells/ml) 
 

 
 

Рис. 2. Влияние исходной концентрации клеток дрожжей 
на накопление биомассы (А – 3·106 кл/мл; Б – 9·106 кл/мл) 
 

Fig. 2. Relationship between the initial concentration of yeast 
cells and biomass accumulation (A – 3·106 cells/ml; B – 9·106 
cells/ml) 

 

Вторым этапом было изучение влияния про-
татранов 1 и 2 на накопление клеток и биомассы 
при различной исходной концентрации клеток 
дрожжей. Контролем (К) служили дрожжи, выра-
щенные без протатранов 1 и 2. 

Результаты культивирования дрожжей в при-
сутствии соединений 1 и 2 при исходной концен-
трации клеток 3·10

6
 кл/мл среды представлены на 

рис. 3, 4 и в таблице. Наличие в питательной сре-
де соединений 1 и 2 сначала незначительно за-
держивало начало лог-фазы и накопление био-
массы, но в период лог-фазы вызывало резкое 
увеличение биомассы. В результате количество 

клеток к 24 ч культивирования увеличилось на 
8,6–10,2% относительно контроля и оставалось 
на достигнутом уровне до конца культивирования 
(см. рис. 3). Биомасса увеличилась на 59,6–70,9% 
в сравнении с контролем и тоже оставалась на 
достигнутом уровне практически до конца культи-
вирования (см. рис. 4). Наличие протатранов 1 и 2 
повысило удельную скорость роста дрожжей на 
23,8 и 4,8% соответственно, а также снизило пе-
риод генерации на 19,1 и 4,5% соответственно в 
период экспоненциальной фазы. 
 

 
 

Рис. 3. Влияние протатранов 1 и 2 на S-кривые дрожжей 
при исходной концентрации клеток 3·106 кл/мл 
 

Fig. 3. Effect of protatrans 1 and 2 on the yeast S-curves  
at an initial cell concentration of 3·106 cells/ml 
 

 
Рис. 4. Влияние протатранов 1 и 2 на биомассу дрожжей 
при исходной концентрации клеток 3·106 кл/мл 
 

Fig. 4. Effect of protatrans 1 and 2 on the yeast biomass  
at the initial cell concentration of 3·106 cells/ml 

6,3

6,5

6,7

6,9

7,1

7,3

7,5

7,7

7,9

0 2 4 6 810 24 48

Л
о

га
р

и
ф

м
 ч

и
сл

а 
кл

е
то

к 

А 

Б 

Продолжительность культивирования, ч 

1,5

2,5

3,5

4,5

5,5

6,5

7,5

0 2 4 6 810 24 48

С
о

д
е

р
ж

ан
и

е
 б

и
о

м
ас

сы
, г

/л
 

Продолжительность культивирования, ч 

А 

Б 

6,2

6,6

7

7,4

7,8

8,2

0 2 4 6 810 24 48

Л
о

га
р

и
ф

м
 ч

и
сл

а 
кл

е
то

к 

К 

1

2

Продолжительность культивирования, ч 

1,2

2,2

3,2

4,2

5,2

6,2

7,2

8,2

0 2 4 6 810 24 48

С
о

д
е

р
ж

ан
и

е
 б

и
о

м
ас

сы
, г

/л
 

Продолжительность культивирования, ч 

К 

1

2



Кирюхина А.С., Лозовая Т.С., Привалова Е.А. и др. Протатраны – биомодуляторы роста … 
Kiryukhina A.S., Lozovaya T.S., Privalova E.A. et al. Protatrans as biomodulators … 

 

 

 
ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 

 
491 

  
 

Влияние протатранов 1 и 2 на показатели роста дрожжей 
Effect of protatranes 1 and 2 on east growth indexes 
 

Объект Удельная скорость роста, µ, -ч Период генерации, g, ч 

Исходная концентрация клеток дрожжей 3·106 кл/мл (рис. 3) 

Контроль 
6 6ln6,1×10 -ln4,0×10 15,62-15,2

= =0,21
10-8 2

 
0,693

=3,30
0,21

 

Соединение 1 
8 6ln1,1×10 -ln3,0×10 18,52-14,9

= =0,26
24-10 14

 
0,693

=2,67
0,26

 

Соединение 2 
7 6ln8,2×10 -ln3,6×10 18,22-15,1

= =0,22
24-10 14

 
0,693

=3,15
0,22

 

Исходная концентрация клеток дрожжей 9·106 кл/мл (рис. 5) 

Контроль 
7 7ln3,7×10 -ln1,3×10 17,43-16,38

= =0,53
6-4 2

 
0,693

=1,31
0,53

 

Соединение 1 
7 7ln3,1×10 -ln1,4×10 17,25-16,45

= =0,40
8-6 2

 
0,693

=1,73
0,4

 

Соединение 2 
7 7ln3,5×10 -ln1,1×10 17,37-16,21

= =0,58
8-6 2

 
0,693

=1,19
0,58

 

 
При исходной концентрации клеток в среде 

9·106 кл/мл культивирование дрожжей Candida 
ethanolica в присутствии соединений 1 и 2 при-
вело к снижению количества клеток в период 
лог-фазы на 1,7–7,0% относительно контроля; в 
стационарной фазе количество клеток находи-
лось почти на уровне контроля (рис. 5). В при-
сутствии соединениий 1 и 2 снижалось также ко-
личество биомассы (на 7,0–50,5% относительно 
контроля соответственно) (рис. 6). Наличие со-
единения 1 на 24,5% снизило удельную скорость 
роста в период лог-фазы, что привело к увели-
чению периода генерации на 32,1%. Наличие 
соединения 2 на 9,4% повысило удельную ско-
рость роста в период лог-фазы, что привело к 
снижению периода генерации на 9,2% (см. таб-
лицу). 

 

 
 

Рис. 5. Влияние протатранов 1 и 2 на S-кривые дрожжей 
при исходной концентрации клеток 9·106 кл/мл 
 

Fig. 5. Effect of protatrans 1 and 2 on the yeast S-curves  
at the initial cell concentration of 9·106 cells/ml 

 
 

Рис. 6. Влияние протатранов 1 и 2 на биомассу дрожжей 
при исходной концентрации клеток 9·106 кл/мл 
 

Fig. 6. Effect of protatrans 1 and 2 on the yeast biomass  
at the initial cell concentration of 9·106 cells/ml 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
При исходной концентрации клеток дрожжей 

Candida ethanolica 3·10
6
 кл/мл на лог-фазу при-

ходится 29% времени культивирования (14 ч), а 
на стационарную – 50% (24 ч). При небольшом  
(в 3 раза) увеличении исходной концентрации 
клеток дрожжей (до 9·106 кл/мл) 83% времени 
культивирования (40 ч) клетки находятся в ста-
ционарной фазе, т.е. происходит заметный сдвиг 
влево всей S-кривой. Более высокая исходная 
концентрация клеток дрожжей приводит к более 
высокой скорости образования максимального 
количества клеток и биомассы. 

Сравнение полученных данных между собой 
показало, что протатраны 1 и 2 существенно 
увеличивают количество клеток и биомассы в 
том случае, если на лог-фазу приходится значи-
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тельная часть времени культивирования. 
Однако наличие протатранов 1 и 2 замедля-

ет или угнетает накопление количества клеток и 
биомассы (т.е. их действие становится отрица-
тельным) в том случае, если в процессе культи-
вирования наблюдается смещение S-кривой в 
сторону стационарной фазы. Это вызвано, воз-
можно, положительным влиянием протатранов 
на синтез белка, который наиболее интенсивен 
во время логарифмического роста.  

Анализ влияния данных соединений на удель-
ную скорость роста и время генерации во время 
лог-фазы показал следующее: когда на данную 
фазу приходится значительная часть времени 
культивирования, протатраны 1 и 2 увеличивают 
удельную скорость роста и сокращают период ге-
нерации. Но когда в процессе культивирования 
наблюдается смещение S-кривой в сторону стаци-

онарной фазы, наличие протатрана 1 снижает 
удельную скорость роста и увеличивает время ге-
нерации (т.е. его воздействие становится отрица-
тельным). Однако воздействие протатрана 2 оста-
ется таким же положительным и приводит к повы-
шению удельной скорости роста и снижению вре-
мени генерации в период лог-фазы. При этом воз-
действие протатрана 1 является более значитель-
ным по сравнению с соединением 2 вне зависимо-
сти от вектора этого воздействия. 

Таким образом, применение протатранов 
позволяет модулировать, то есть увеличивать 
или снижать, количество клеток, количество 
биомассы, удельную скорость роста и время ге-
нерации дрожжей Candida ethanolica в зависимо-
сти от исходной концентрации клеток и, соответ-
ственно, от фазы роста культуры. 
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Формирование химического состава зерна  
яровой пшеницы при различном уровне  
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Резюме: Зерно яровой пшеницы широко используется в качестве сырья для производства пище-
вых продуктов и кормов. Целью исследования являлось изучение отзывчивости яровой пшеницы на 
различные уровни минерального питания. В статье представлены результаты внесения мине-
ральных удобрений под яровую пшеницу сорта Новосибирская 31 в Тюменской области. Определе-
ны: урожайность зерна яровой пшеницы, основные показатели качества зерна на пищевые цели 
(содержание белка, сырой клейковины, качество клейковины, стекловидность, натура), аминокис-
лотный и элементный (N, P, K, S, Na, Mg, Ca, Cl) составы. Показано, что в зависимости от поч-
венных и погодных условий, а также от дозы внесения минеральные удобрения имеют неодинако-
вую эффективность. В 2018 г. применение минеральных удобрений позволило получить прибавку 
урожайности и улучшить качество зерна. Относительно варианта без внесения минеральных 
удобрений урожайность пшеницы повысилась на 1,6 т/га, содержание белка в зерне – на 3,67%, сы-
рой клейковины – на 9,9%. С помощью удобрений удалось получить пшеницу 3-го класса, в то вре-
мя как на контроле получена пшеница 4-го класса с меньшей урожайностью. Выявлено, что в годы 
с благоприятными погодными условиями на черноземе выщелоченном роль минеральных удобре-
ний в формировании урожайности пшеницы и ее качества снижается. В 2019 г. на всех вариантах 
была получена пшеница 3-го класса с несущественно различающейся урожайностью. Доказано, 
что при повышении доз минеральных удобрений в зерне повышается содержание глутаминовой и 
аспарагиновой кислот, но снижается содержание аргинина. Элементный состав зерна, кроме 
азота, не зависит от дозы внесения удобрений. 
 

Ключевые слова: яровая пшеница, минеральные удобрения, урожайность, химический состав  
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Chemical composition  
of spring wheat at different levels 

of mineral nutrition 
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Abstract: Spring wheat is widely used as a raw material for the production of human food and animal feed. 
This study was aimed at investigating the response of spring wheat to different levels of mineral nutrition. 
The article presents the results of applying mineral fertilisers when growing spring wheat of the Novosibirsk 
31 variety in the Tyumen region. The following parameters were determined: wheat grain yield, grain nutri-
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tional quality (protein content, raw gluten, gluten quality, grain hardness, grain-unit value), and amino acid 
and elemental (N, P, K, S, Na, Mg, Ca, Cl) composition. The efficiency of mineral fertilisers was shown to 
depend on their dosage, as well as on soil and weather conditions. In 2018, the use of mineral fertilisers led 
to an increased wheat yield and an improved grain quality. Thus, in comparison with the control (no fertili-
sers), the wheat yield increased by 1.6 t/ha, while the protein and wet gluten content grew by 3.67% and 
9.9%, respectively. The application of fertilisers allowed 3rd class wheat to be obtained, while experiments 
involving no fertilisers produced only 4th class wheat. It was revealed that the role of mineral fertilisers in 
wheat yields and their quality decreases when growing wheat on leached chernozem under favourable 
weather conditions. Thus, in 2019, 3rd class wheat varying in yield insignificantly was obtained in all experi-
ments (with and without fertilisers). It was confirmed that an increase in the dose of mineral fertilisers leads 
to an increase in the content of glutamic and aspartic acids in the grain, at the same time as decreasing the 
content of arginine. The elemental composition of grain, except for nitrogen, does not depend on the dose of 
fertilisers. 
 

Keywords: spring wheat, mineral fertilisers, yield, grain chemical composition 
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ВВЕДЕНИЕ 
В зависимости от целей использования зерна 

яровой пшеницы к нему предъявляются различ-
ные требования. Для хлебопекарной муки важны 
такие показатели, как содержание белка и сырой 
клейковины, стекловидность, натура, число па-
дения. Для зерна, используемого на кормовые 
цели, будет важно содержание в нем белка, раз-
личных элементов и аминокислот. 

Продуктивность яровой пшеницы и химиче-
ский состав зерна могут значительно варьиро-
ваться. Сорт пшеницы, применяемые удобрения 
и агротехника, а также уровень плодородия поч-
вы, погодные условия – все это влияет на уро-
жайность и качество зерна [1–4]. Для Российской 
Федерации ключевыми факторами, влияющими 
на урожайность яровой пшеницы, являются ко-
личество осадков и степень азотного питания [5]. 

Мировая практика использования минераль-
ных удобрений показала, что эффективность их 
применения зависит от состава, сроков и спосо-
бов их внесения, а также уровня плодородия 
почв [6–10]. 

Влияние минеральных удобрений на химиче-
ский состав зерна пшеницы в первую очередь 
отражается на количестве азотсодержащих со-
единений в нем. Считается, что чем больше бел-
ка и сырой клейковины в зерне пшеницы, тем 
оно лучше. Однако увеличение количества вно-
симых минеральных удобрений не всегда спо-
собствует увеличению белка в зерне. Зависи-
мость может быть как прямая, когда с увеличе-
нием доз удобрений повышается количество 
белка в зерне [11–14], так и обратная, когда с 
увеличением доз удобрений повышается уро-

жайность пшеницы, а массовая доля белка в 
зерне снижается, что связано с генетической 
особенностью некоторых сортов [15, 16]. В дру-
гих опытах зависимость между дозами вносимых 
удобрений и содержанием белка в зерне не 
наблюдается [17]. 

Рассмотрение результатов ранее проведен-
ных исследований свидетельствует о том, что 
минеральный состав зерна пшеницы незначи-
тельно меняется от доз минеральных удобрений 
и агротехнологических мероприятий и в большей 
степени зависит от сорта, места произрастания, 
погодных условий и применяемой органической 
системы земледелия [18–22]. При изучении вли-
яния высоких доз вносимых минеральных удоб-
рений (950 и 1450 кг/га в физической массе) вы-
явилась тенденция к повышению содержания в 
зерне пшеницы Mn, Fe, B на 33–34%, Mg – на 
20%, Zn – на 15%, P – на 11%. Содержание в 
зерне K и Cu не изменилось. Но в этом случае 
также повысилось содержание кадмия от 0,08 до 
0,15 мг/кг [23]. 

Анализируя взаимосвязь между содержани-
ем белка и аминокислотным составом пшеницы, 
ученые приходят к заключению, что с увеличе-
нием массовой доли белка увеличивается со-
держание глутамина и пролина, а содержание 
аргинина часто снижается [24–27]. Глутаминовая 
кислота и глутамин являются первыми амино-
кислотами, которые синтезируются в пшенице. В 
дальнейшем глутамин используется как источник 
аминогруппы при синтезе других аминокислот в 
растении [28]. Увеличение содержания пролина 
напрямую связано с особенностями белков пше-
ницы. Пролин входит в состав белков-прола-
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минов, которые в свою очередь являются основ-
ным компонентом глютена [29]. Снижение со-
держания аргинина связано с его катаболизмом, 
мобилизующим запасенный азот и регулирую-
щим синтез оксида азота (NO), полиаминов и 
потенциально пролина [30]. 

Таким образом, учитывая, что в процессе 
становления продуктивности агроценозов с хо-
рошим качеством важным условием является 
уровень их обеспеченности элементами питания, 
поставлена цель исследования: проследить 
формирование урожайности яровой пшеницы и 
химического состава зерна в зависимости от 
уровня минерального питания. 

 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Полевой эксперимент. Яровая пшеница сор-

та Новосибирская 31 возделывалась в 2018 и 
2019 гг. на производственных полях учхоза Госу-
дарственного аграрного университета Северного 
Зауралья. Тип почвы – чернозем выщелоченный. 
Опытные участки характеризовались близкой к 
нейтральной реакцией среды: pH солевой вы-
тяжки – 5,5 и 5,7 (в 2018 и 2019 гг. соответствен-
но), значительной гидролитической кислотно-
стью – 4,52 и 3,07 мм/100 г, и очень высокой 
обеспеченностью обменными основаниями – 
41,1 и 39,4 мм/100 г. Содержание нитратного 
азота перед посевом составляло 4,7 и 10,2 мг/кг, 
подвижного фосфора (по Чирикову) – 167 и 
129 мг/кг, подвижного калия (по Чирикову) – 99 и 
100 мг/кг, гумуса –7,5 и 4,9% (по годам соответ-
ственно). 

В качестве минеральных удобрений приме-
нялись аммиачная селитра (N) и азотно-
фосфорно-калийное удобрение (NPK – азофос-
ка) с содержанием действующих веществ 34,4 и 
15:15:15% соответственно. Оба удобрения вно-
сили непосредственно перед посевом. Расчет 
доз удобрений проводился балансовым мето-
дом

1
 на планируемую урожайность яровой пше-

ницы: 3, 4, и 5 т/га. В процессе расчета учитыва-
лось: содержание элементов питания в почве 
перед посевом (нитратного азота, подвижных 
форм фосфора и калия), вынос элементов пита-
ния единицей продукции, коэффициенты ис-
пользования элементов питания из почвы и из 
удобрений, количество действующего вещества 
в удобрении. Результаты расчетов показали, что 
на каждый вариант необходимо было внести в 
среднем: 220, 375, 520 кг/га минеральных удоб-
рений. В качестве контрольного являлся вариант 
без внесения минеральных удобрений. 

За период вегетации сумма активных темпе-
ратур (10 °С и выше) в 2018 и 2019 гг. составила 
2029 и 2180 °С соответственно. Количество 
осадков, выпавших за период с температурой 
воздуха 10 °С и выше, составило 259 и 324 мм 

по годам соответственно. Гидротермический ко-
эффициент (ГТК) вегетационного периода 
2018 г. составил 1,28, 2019 г. – 1,47. В ключевые 
фазы вегетации, когда шла закладка репродук-
тивных органов пшеницы (фазы кущения и ко-
лошения), ГТК составил: в 2018 г. – 1,06, в 
2019 г. – 1,54. 

Отбор и анализ образцов. Урожайность яро-
вой пшеницы учитывалась прямым комбайниро-
ванием (S = 10 м

2
). В дальнейшем пробу зерна 

перемешивали, измеряли натуру (ГОСТ Р 54895) 
и размалывали в муку. 

В подготовленной пробе зерна определяли 
следующие показатели: элементный (ГОСТ Р 
56374, 56375) и аминокислотный составы (М-04-
38-2009), содержание белка (ГОСТ 10846) и сы-
рой клейковины (ГОСТ Р 54478), стекловидность 
(ГОСТ 10987). Элементный (по ионам) и амино-
кислотный (по ФТК-производным аминокислот) 
составы зерна определяли методом капиллярно-
го электрофореза с применением системы ка-
пиллярного электрофореза Капель-105 (Люмэкс, 
Россия). При определении нитратов и хлоридов 
использовали водную вытяжку. Солянокислую 
вытяжку использовали для определения других 
ионов, а также 19 устойчивых к кислотному гид-
ролизу аминокислот (кроме триптофана). При 
этом для определения содержания глутамина, 
аспарагина и цистина их предварительно пере-
водили в глутаминовую, аспарагиновую и цисте-
иновую кислоты соответственно окислением 
навески пермуравьиной кислотой. Для извлече-
ния триптофана использовали вытяжку насы-
щенным раствором гидрокисда бария. 

Все варианты изучались в трехкратной по-
вторности. После проведения анализов каждой 
повторности каждого варианта определялось 
среднее значение показателей и рассчитывался 
доверительный интервал при уровне достовер-
ности 95% (P = 0,95). 

 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Урожайность яровой пшеницы в 2018 и 

2019  гг. составила 3,78–5,40 т/га. Для почвенно-
климатических условий Западной Сибири это 
хорошая продуктивность зерновых. При этом 
фактическая урожайность превысила планируе-
мую, поскольку расчетные методики являются 
весьма условными и не учитывают погодные 
условия, сорт, применяемые агротехнологии. 

Отзывчивость яровой пшеницы на внесение 
минеральных удобрений имела отличия в зави-
симости от года исследования. В 2018 г. просле-
живается высокая корреляционная зависимость 
формирования урожайности яровой пшеницы от 
количества внесенных удобрений (r = 0,841; 
n = 12; P = 0,95), что свидетельствует о зависи-
мости урожайности от количества внесенного 

   

1
Ермохин Ю.И. Основы прикладной агрохимии: учеб. пособие. Омск: Вариант-Сибирь, 2004. 120 с. 
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удобрения. Максимальная прибавка наблюда-
лась в варианте с внесением 375 кг/га мине-
ральных удобрений, где урожайность составила 
5,40 т/га, что более чем на 40% выше контроль-
ного варианта (или 1,62 т/га). Аналогичные  
результаты получены рядом ученых в 2018 г.: был 
отмечен рост урожайности яровой пшеницы  
при увеличении нормы минеральных удобрений 
[31–34]. По представленным в этих работах дан-
ным, прибавка урожайности яровой пшеницы 
составила от 0,4 до 1,3 т/га или 21–47%. Кроме 
повышения урожайности внесение минеральных 
удобрений позволило повысить содержание бел-
ка в зерне яровой пшеницы. Благодаря этому 
зерно яровой пшеницы в вариантах с внесением 
минеральных удобрений можно классифициро-
вать как зерно 3-го класса (ГОСТ 9353), а в ва-
риантах с дозами внесения удобрений 375 и 
520 кг/га по содержанию белка и сырой клейко-
вины – даже 2-го класса. Но из-за того, что каче-
ство клейковины не соответствовало требовани-
ям, это зерно нельзя отнести ко 2-му классу. В 
2019 г., как и в предыдущем, был получен хоро-
ший урожай яровой пшеницы как на контроль-
ном, так и на опытном участке с внесением раз-
личных доз минеральных удобрений. Однако 
минеральные удобрения не позволили получить 
прибавку урожая и не повлияли на качество зер-
на. Это свидетельствует о том, что в годы с бла-
гоприятными погодными условиями на чернозе-
ме выщелоченном использование минеральных 
удобрений оказывает слабое воздействие на 
продуктивность яровой пшеницы и качество про-
дукции. Содержание белка в зерне по вариантам 
опыта находилось в пределах 12,77–13,35%, сы-
рой клейковины – 24,5–28,6%. Качество пшени-
цы – 76,7–82,5 ед. ИДК, что соответствовало ка-

честву зерна 3-го класса (табл. 1). 
Сорт пшеницы Новосибирская 31 показал хо-

рошую зависимость между урожайностью и со-
держанием белка в зерне (r = 0,803; n = 24; 
P = 0,95). С повышением урожайности массовая 
доля белка в зерне тоже повышалась. Несо-
мненно, это является достоинством сорта. Как 
было отмечено ранее, некоторые сорта пшеницы 
имеют обратную зависимость между урожайно-
стью и содержанием белка в зерне. Следует от-
метить, что соотношение между содержанием 
сырой клейковины и белком в зерне в 2018 г. 
было выше, чем в 2019, что говорит о лучшем 
качестве полученного зерна. Изменения данного 
показателя в 2018 г. составили в зависимости от 
дозы внесенного удобрения 2,18–2,52, а в 2019 г. 
– 1,88–2,24. 

На содержание аргинина, глутаминовой и ас-
парагиновой кислот в зерне яровой пшеницы 
оказывали влияние нормы вносимых минераль-
ных удобрений и уровень естественного плодо-
родия почв на опытном участке. Повышенное 
поступление неорганического азота в пшеницу в 
первую очередь влияет на повышение содержа-
ния глутамина (амида глутаминовой кислоты).  
В 2019 г. ее содержание по вариантам было в 
целом выше чем в 2018 г. и не опускалось ниже 
4,8%. Кроме того, в 2019 г. отмечено более  
высокое содержание аспарагиновой кислоты. 
Аспарагин во многих растениях является основ-
ным реципиентом глутаминового азота и обес-
печивает мобильный резервуар для транспорти-
ровки к участкам роста. Это подтверждается  
и низким содержанием аргинина (менее 2,0%), 
который мобилизует запасенный азот. Содержа-
ние других аминокислот изменялось несуще-
ственно  и  составляло,  %:  пролина  –  1,3–1,7; 

 
Таблица 1. Урожайность и показатели качества зерна на пищевые цели 
Table 1. Yield and grain quality for food purposes 
 

Год  

Вариант  
(количество  
вносимого  

минерального  
удобрения, кг/га) 

Урожай-
ность, т/га 

(n = 3) 

Показатели качества зерна для пищевых целей (n = 3) 

Белок, 
% 

Сырая  
клейковина,  

% 

Качество  
клейковины, 

ед. ИДК 

Натура, 
кг/л 

Стекловидность, % 

2018 

Контроль 3,78±1,17 11,95±0,77 26,0±2,5 86,7±9,5 805±6 79±12 

220  4,99±0,49 12,85±0,26 32,4±7,1 95,2±6,2 782±8 84±13 

375  5,40±0,35 14,81±1,68 32,3±11,5 85,8±21,8 789±23 85±4 

520  5,34±1,09 15,62±2,59 35,9±3,2 90,8±7,2 771±4 84±13 

НСР05* 0,37 0,78 2,3 2,7 8 3 

2019 

Контроль 4,97±0,65 13,05±1,20 26,5±8,8 76,7±21,8 766±46 86±9 

220  4,45±0,78 13,35±2,78 26,7±13,4 76,7±9,5 744±20 88±15 

375  4,43±0,27 12,77±1,33 28,6±14,5 82,5±18,6 756±59 82±17 

520 кг/га 4,65±0,31 12,99±2,03 24,5±10,3 79,2±37,9 739±33 85±24 

НСР05* 0,18 0,41 2,2 4,8 9 3 

Требования для пшеницы 2-го класса 
Требования для пшеницы 3-го класса 
Требования для пшеницы 4-го класса 

не менее 13,5 
не менее 12,0 
не менее 10,0 

не менее 28,0 
не менее 23,0 
не менее 18,0 

43–77 
18–102 
18–102 

не менее 750 
не менее 730 
не менее 710 

не менее 60 
не менее 40 

не ограничивается 

Примечание к табл. 1–3. * – наименьшая существенная разность при 5%-м уровне значимости. 
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лейцина и изолейцина – 1,2-1,5; серина – 0,8–
1,0; глицина – 0,6–0,9; фенилаланина – 0,6–0,8; 
треонина – 0,5–0,7; аланина – 0,5–0,7; тирозина 
– 0,4–0,7; лизина– 0,3–0,5; триптофана – 0,2–0,3; 
валина – не более 0,7; гистидина – не более 0,5; 
метионина – не более 0,4; цистина – менее 0,1 
(табл. 2). 

В опытах прослеживается, что минеральный 
состав зерна яровой пшеницы изменяется по 
годам исследования, но мало отличается по ва-
риантам в течение года (табл. 3). Так, содержа-
ние Mg, Ca, и NO3 незначительно отличалось по 

годам, содержание Na, P, и Cl было больше в 
2018 г., а K и S было больше в 2019. Исключение 
составляет ион аммония, содержание которого 
зависит от доз минеральных удобрений. С их 
увеличением также повышалась его концентра-
ция в зерне: в 2018 г. она увеличилась с 0,51% 
на контрольном варианте до 0,60% при норме 
минеральных удобрений 220 кг/га, и до 0,76% 
при норме 520 кг/га. А в 2019 г. – с 0,56% на кон-
трольном варианте до 0,65% при норме 375 кг/га. 
Это связано с увеличением поступления доступ-
ного азота, который был внесен с удобрениями. 

 
Таблица 2. Аминокислотный состав зерна  
Table 2. Amino acid composition of grain 
 

Год  
Вариант (количество внесенного  
минерального удобрения, кг/га)  

Содержание аминокислот в зерне, % (n = 3) 

Глутаминовая кислота 
+ глутамин 

Аспарагиновая кислота 
+ аспарагин 

Аргинин 

2018 

Контроль 3,6±1,8 < 0,5 5,1±1,6 

220  4,5±1,4 < 0,5 4,2±5,0 

375  5,4±2,1 0,7±0,7 1,5±2,1 

520 5,3±2,5 0,7±0,7 1,0±0,7 

НСР05* 0,6 0,1 1,1 

2019 

Контроль 5,0±0,7 0,8±0,1 1,9±0,9 

220  4,8±3,5 1,0±0,4 1,6±0,8 

375  5,6±0,3 1,2±0,1 1,2±0,4 

520  5,3±2,1 0,9±0,5 1,3±0,4 

НСР05* 0,5 0,1 0,2 

 
Таблица 3. Минеральный состав зерна  
Table 3. Mineral composition of grain 
 

Содержание иона аммония в зерне NH4, % (n = 3) 

Год 
Вариант (количество внесенного минерального удобрения, кг/га) 

НСР05* 
Контроль 220  375  520  

2018 
2019 

0,51±0,11 
0,56±0,12 

0,60±0,09 
0,57±0,04 

0,63±0,23 
0,65±0,22 

0,76±0,33 
0,61±0,04 

0,06 
0,04 

Содержание элементов и нитрат-иона в зерне, % (n = 12) 

Год K Na Mg Ca 

2018 
2019 

0,49±0,03 
0,56±0,03 

0,14±0,02 
0,08±0,02 

0,20±0,01 
0,20±0,01 

0,25±0,02 
0,25±0,04 

 Cl S NO3 P 

2018 
2019 

0,110±0,006 
0,065±0,004 

0,033±0,007 
0,075±0,024 

0,076±0,006 
0,077±0,004 

0,367±0,022 
0,336±0,016 

 
ВЫВОДЫ 
В результате проведенных исследований 

установлено, что в климатических условиях За-
падной Сибири возможно получить урожай яро-
вой пшеницы до 5,4 т/га зерна 3-го класса, кото-
рое может использоваться на пищевые и кормо-
вые цели. 

Эффективность применения минеральных 

удобрений под яровую пшеницу зависит от поч-
венных и погодных условий. При оптимальных 
условиях она может отсутствовать. В менее бла-
гоприятных условиях применение минеральных 
удобрений позволяет увеличить сбор зерна на 
1,6 т/га, содержание белка в нем – на 3,67%, сы-
рой клейковины – на 9,9%. 

Увеличение нормы минеральных удобрений 
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приводит к росту содержания глутаминовой и 
аспарагиновой кислот до 5,6 и 1,2% соответ-
ственно. Содержание аргинина снижается до 
1,0%. Элементный состав зерна яровой пшени-
цы (K, Na, Mg, Ca, Cl, S, P) не зависит от нормы 
минеральных удобрений, но меняется в зависи-
мости от погодных условий. Увеличение норм 
минеральных удобрений повышает концентра-

цию иона аммония в зерне яровой пшеницы до 
0,76%. 

Установлена тесная взаимосвязь между тех-
нологическими свойствами зерна яровой пшени-
цы и уровнем обеспеченности растения элемен-
тами питания, что является основой для разви-
тия научно обоснованного применения мине-
ральных удобрений. 

 
БИБЛИОГРАФИЧЕСКИЙ СПИСОК 

1. Wang X., Cai D., Grant C., Hoogmoed W.B., 
Oenema O. Factors controlling regional grain yield 
in China over the last 20 years // Agronomy for Sus-
tainable Development. 2015. Vol. 35. P. 1127–1138. 
https://doi:10.1007/s13593-015-0288-z 

2. Mukherjee A., Wang S.-Y.S., Promchote P. 
Examination of the climate factors that reduced 
wheat yield in Northwest India during the 2000s // 
Water. 2019. Vol. 11. Issue 2. P. 343–355. https: 
//doi.org/10.3390/w11020343 

3. Xue C., Matros A., Mock H.P., Mühling K.H. 
Protein composition and baking quality of wheat 
flour as affected by split nitrogen application // Fron-
tiers in Plant Science. 2019. Vol. 10. 11 p. https: 
//doi.org/10.3389/fpls.2019.00642 

4. Zörb C., Ludewig U., Hawkesford M.J. Per-
spective on wheat yield and quality with reduced 
nitrogen supply // Trends in plant science. 2018. Vol. 
23. Issue 11. P. 1029–1037. https://doi.org/10.1016/ 
j.tplants.2018.08.012 

5. Schierhorn F., Müller D., Prishchepov A., 
Faramarzi M., Balmann A. The potential of Russia to 
increase its wheat production through cropland ex-
pansion and intensification // Global Food Security. 
2014. Vol. 3. Issues 3-4. P. 133–141. https://doi.org/ 
10.1016/j.gfs.2014.10.007 

6. Corrêa J.C., Grohskopf M.A., Nicoloso R. da 
S., Lourenço K., Martini R. Organic, organomineral, 
and mineral fertilizers with urease and nitrification 
inhibitors for wheat and corn under no-tillage // 
Pesquisa Agropecuária Brasileira. 2016. Vol. 51. 
Issue 8. P. 916–924. https://doi.org/10.1590/S0100-
204X2016000800003 

7. Efretuei A., Gooding M., White E., Spink J., 
Hackett R. Effect of nitrogen fertilizer application 
timing on nitrogen use efficiency and grain yield of 
winter wheat in Ireland // Irish Journal of Agricultural 
and Food Research. 2016. Vol. 55. Issue 1. P. 63–
73. https://doi.org/10.1515/ijafr-2016-0006 

8. Rezig F.A., Elhadi E.A., Mubarak A.R. Impact 
of organic residues and mineral fertilizer application 
on soil–crop systems I: yield and nutrients content // 
Archives of Agronomy and Soil Science. 2013. Vol. 
59. Issue 9. P. 1229–1243. https://doi.org/10.1080/ 
03650340.2012.709622 

9. Mulvaney R.L., Khan S.A., Ellsworth T.R. 
Synthetic nitrogen fertilizers deplete soil nitrogen: a 
global dilemma for sustainable cereal production // 
Journal of Environmental Guality. 2009. Vol. 38. Is-
sue 6. P. 2295–2314. https://doi.org/10.2134/jeq20 

08.0527 
10. Beyenesh Z., Nigussie D. Effect of mineral 

fertilizer, farmyard manure, and compost on yield of 
bread wheat and selected soil chemical properties in 
Enderta District, Tigray Regional State, Northern 
Ethiopia // East African Journal of Sciences. 2018. 
Vol 12. Issue 1. P. 29–40. 

11. Ma G., Liu W., Li S., Zhang P., Wang C., 
Lu H., et al. Determining the optimal N input to im-
prove grain yield and quality in winter wheat with 
reduced apparent N loss in the North China Plain // 
Frontiers in Plant Science. 2019. Vol. 10. P. 181. 
https://doi.org/10.3389/fpls.2019.00181 

12. Ullah G., Khan E.A., Awan I.U., Khan M.A., 
Khakwani A.A., Baloch M.S., et al. Wheat response 
to application methods and levels of nitrogen fertili-
zer: I. phenology, growth indices and protein content 
// Pakistan Journal of Nutrition. 2013. Vol. 12. Issue 
4. P. 365–370. https://doi.org/10.3923/pjn.2013.365. 
370 

13. Yu Z., Juhasz A., Islam S., Diepeveen D., 
Zhang J., Wang P., et al. Impact of mid-season sul-
phur deficiency on wheat nitrogen metabolism and 
biosynthesis of grain protein // Scientific Reports. 
2018. Vol. 8. Issue 1. P. 2499. https://doi.org/10.10 
38/s41598-018-20935-8 

14. Zhang P., Ma G., Wang C., Lu H., Li S., Xie Y., 
et al. Effect of irrigation and nitrogen application on 
grain amino acid composition and protein quality in 
winter wheat // Public Library of Science one. 2017. 
Vol. 12. Issue 6. P. e0178494. https://doi.org/10.1371/ 
journal.pone.0178494 

15. Hawkesford M.J. Reducing the reliance on 
nitrogen fertilizer for wheat production // Journal of 
Cereal Science. 2014. Vol. 59. Issue 3. P. 276–283. 
https://doi.org/10.1016/j.jcs.2013.12.001 

16. Bogard M., Allard V., Brancourt-Hulmel M., 
Heumez E., Machet J.-M., Jeuffroy J.-H., et al. De-
viation from the grain protein concentration–grain 
yield negative relationship is highly correlated to 
post-anthesis N uptake in winter wheat // Journal of 
Experimental Botany. 2010. Vol. 61. Issue 15. P. 
4303–4312. https://doi.org/10.1093/jxb/erq238 

17. Hřivna L., Kotková B., Buresova I. Effect of 
sulphur fertilization on yield and quality of wheat grain 
// Cereal Research Communications. 2015. Vol. 1. P. 
1–9. https://doi.org/10.1556/CRC.2014.0033 

18. Abewa A., Adgo E., Yitaferu B., Ale-
mayehu G., Assefa K., Solomon J.K.Q., et al. Teff 
grain physical and chemical quality responses to soil 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Diepeveen+D&cauthor_id=29410526
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Zhang+J&cauthor_id=29410526
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Zhang+J&cauthor_id=29410526
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Wang+P&cauthor_id=29410526


Чикишев Д.В., Абрамов Н.В., Ларина Н.С., Шерстобитов С.В. Формирование химического … 
Chikishev D.V., Abramov N.V., Larina N.S., Sherstobitov S.V. Chemical composition … 

 

 

502 
 

ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 
 

  
 

physicochemical properties and the environment // 
Agronomy. 2019. Vol. 9. Issue 6. P. 283. https://doi. 
org/10.3390/agronomy9060283 

19. Hussain A., Larsson H., Kuktaite R.,  
Johansson E. Mineral composition of organically 
grown wheat genotypes: contribution to daily mine-
rals intake // Environmental Research and Public 
Health. 2010. Vol. 7. Issue 9. P. 3442–3456. https:// 
doi.org/10.3390/ijerph7093442 

20. Svecnjak Z., Jenel M., Bujan M., Vitali D., 
Dragojević I.V. Trace element concentrations in the 
grain of wheat cultivars as affected by nitrogen ferti-
lization // Agricultural and Food Science. 2013. Vol. 
22. Issue 4. P. 445–451. https://doi.org/10.23986/ 
afsci.8230 

21. Gaj R., Gorski D. Effects of different phos-
phorus and potassium fertilization on contents and 
uptake of macronutrients (N, P, K, Ca, Mg) in winter 
wheat I. Content of macronutrients // Journal of Cen-
tral European Agriculture. 2014. Vol. 15. Issue 4. P. 
169–187. https://doi.org/10.5513/JCEA01/15.4.1526 

22. Suchowilska E., Wiwart M., Kandler W., Krska 
R. A comparison of macro- and microelement concen-
trations in the whole grain of four Triticum species // 
Plant, Soil and Environment. 2012. Vol. 58. P. 141–
147. https://doi.org/10.17221/688/2011-PSE 

23. Kovačević V., Kadar I., Rastija M., Sudar R. 
Impacts of NPK fertilization on chemical composition 
of wheat grain. In: Proceedings of the 48th Croatian 
and 8th International Symposium on Agriculture. 
2013. P. 510–514. 

24. Shoup F.K., Pomeranz Y., Deyoe C.W. Amino 
acid composition of wheat varieties and flours varying 
widely in bread-making potentialities // Journal of Food 
Science. 1966. Vol. 31. Issue 1. P. 94–101. https://doi. 
org/10.1111/j.1365-2621.1966.tb15420.x 

25. Mosse J., Huet J.C., Baudet J. The amino 
acid composition of wheat grain as a function of ni-
trogen content // Journal of Cereal Science. 1985. 
Vol. 3. Issue 2. P. 115–130. https://doi.org/10.1016/ 
S0733-5210(85)80022-9 

26. Baudet J., Huet J.-C., Mossé J. The amino 
acid composition of wheat grain as related to its pro-

tein content // Amino Acid Composition and Biologi-
cal Value of Cereal Proteins. 1985. P. 439–450. 

27. Чикишев Д.В., Абрамов Н.В., Ларина Н.С., 
Шерстобитов С.В. Влияние азотных удобрений на 
аминокислотный состав зерна яровой пшеницы // 
Вестник Башкирского государственного аграрного 
университета. 2019. N 3 (51). С. 20–25. https://doi. 
org/10.31563/1684-7628-2019-51-3-20-26 

28. Joy W.K. Ammonia, glutamine and aspara-
gine: A carbon-nitrogen interface // Canadian Jour-
nal of Botany. 1988. Vol. 66. Issue 10. P. 2103–
2109. https://doi.org/10.1139/b88-288 

29. Shewry P.R., Tatham A. The prolamin sto-
rage proteins of cereal seeds: structure and evolu-
tion // The Biochemical Journal. 1990. Vol. 267. P. 
1–12. https://doi.org/10.1042/bj2670001 

30. Winter G., Todd C.D., Trovato M., Forla- 
ni G., Funck D. Physiological implications of arginine 
metabolism in plants // Frontiers in Plant Science. 
2015. Vol. 6. P. 00534. https://doi.org/10.3389/fpls. 
2015.00534 

31. Семизоров С.А., Гунгер М.В. Влияние 
различных норм припосевного внесения амми-
ачной селитры на урожайность яровой пшеницы 
// Вестник Мичуринского государственного аг-
рарного университета. 2018. N 4. С. 85–88. 

32. Богомазов С.В., Левин А.А., Ткачук О.А., 
Лянденбурская А.В. Урожайность и качество 
зерна яровой мягкой пшеницы в зависимости от 
применения гуминового и минеральных удобре-
ний // Нива Поволжья. 2019. N 3 (52). C. 68–73. 

33. Синявский И.В., Еликбаева С.А. Влияние 
сочетаний органических и минеральных удобрений 
на урожайность и качество зерна яровой пшеницы 
в звене зернопарового севооборота // Вестник Кур-
ганской ГСХА. 2019. N 2 (30). С. 34–37. 

34. Sherstobitov S. The results of the differential 
mineral fertilization in the automatic mode according 
to the task map // IOP Conference Series: Materials 
Science and Engineering. 2019. Vol. 537. Issue 6. 
P. 062011. https://doi.org/10.1088/1757-899X/537/ 
6/062011 

 
REFERENCES 

1. Wang X, Cai D, Grant C, Hoogmoed WB, 
Oenema O. Factors controlling regional grain yield 
in China over the last 20 years. Agronomy for Sus-
tainable Development. 2015;35:1127–1138. https:// 
doi. org/10.1007/s13593-015-0288-z 

2. Mukherjee A, Wang S-YS, Promchote P. Exam-
ination of the climate factors that reduced wheat yield 
in Northwest India during the 2000s. Water. 2019:11 
(2):343–355. https://doi.org/10.3390/w11020343 

3. Xue C, Matros A, Mock HP, Mühling KH. Pro-
tein composition and baking quality of wheat flour as 
affected by split nitrogen application. Frontiers in 
Plant Science. 2019;10. 11 p. https://doi.org/10.338 
9/fpls.2019.00642 

4. Zörb C, Ludewig U, Hawkesford MJ. Perspec-

tive on wheat yield and quality with reduced nitrogen 
supply. Trends in plant science. 2018;23(11):1029–
1037. https://doi.org/10.1016/j.tplants.2018.08.012 

5. Schierhorn F, Müller D, Prishchepov A, 
Faramarzi M, Balmann A. The potential of Russia to 
increase its wheat production through cropland ex-
pansion and intensification. Global Food Security. 
2014;3(3-4):133–141. https://doi.org/10.1016/j.gfs. 
2014.10.007 

6. Corrêa JC, Grohskopf MA, Nicoloso R da S, 
Lourenço K, Martini R. Organic, organomineral, and 
mineral fertilizers with urease and nitrification inhibi-
tors for wheat and corn under no-tillage. Pesquisa 
Agropecuária Brasileira. 2016;51(8):916–924. https: 
//doi.org/10.1590/S0100-204X2016000800003 



Чикишев Д.В., Абрамов Н.В., Ларина Н.С., Шерстобитов С.В. Формирование химического … 
Chikishev D.V., Abramov N.V., Larina N.S., Sherstobitov S.V. Chemical composition … 

 

 

 
ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 

 
503 

  
 

7. Efretuei A, Gooding M, White E, Spink J, 
Hackett R. Effect of nitrogen fertilizer application 
timing on nitrogen use efficiency and grain yield of 
winter wheat in Ireland. Irish Journal of Agricultural 
and Food Research. 2016;55(1):63–73. https://doi. 
org/10.1515/ijafr-2016-0006 

8. Rezig FA, Elhadi EA, Mubarak AR. Impact of 
organic residues and mineral fertilizer application on 
soil–crop systems I: yield and nutrients content.  
Archives of Agronomy and Soil Science. 
2013;59(9):1229–1243. https://doi.org/10.1080/0365 
0340.2012.709622 

9. Mulvaney RL, Khan SA, Ellsworth TR. Syn-
thetic nitrogen fertilizers deplete soil nitrogen: a 
global dilemma for sustainable cereal production. 
Journal of Environmental Guality. 2009;38(6):2295–
2314. https://doi.org/10.2134/jeq2008.0527 

10. Beyenesh Z, Nigussie D. Effect of mineral ferti-
lizer, farmyard manure, and compost on yield of bread 
wheat and selected soil chemical properties in Enderta 
District, Tigray Regional State, Northern Ethiopia. East 
African Journal of Sciences. 2018;12(1):29–40. 

11. Ma G, Liu W, Li S, Zhang P, Wang C, Lu H, 
et al. Determining the optimal N input to improve 
grain yield and quality in winter wheat with reduced 
apparent N loss in the North China Plain. Frontiers 
in Plant Science. 2019;10:181. https://doi.org/10.338 
9/fpls.2019.00181 

12. Ullah G, Khan E.A, Awan IU, Khan MA, 
Khakwani AA, Baloch MS, et al. Wheat response to 
application methods and levels of nitrogen fertilizer: 
I. phenology, growth indices and protein content. 
Pakistan Journal of Nutrition. 2013;12(4):365–370. 
https://doi.org/10.3923/pjn.2013.365.370 

13. Yu Z, Juhasz A, Islam S, Diepeveen D, 
Zhang J, Wang P, et al. Impact of mid-season sul-
phur deficiency on wheat nitrogen metabolism and 
biosynthesis of grain protein. Scientific Reports. 
2018;8(1):2499. https://doi.org/10.1038/s41598-018-
20935-8 

14. Zhang P, Ma G, Wang C, Lu H, Li S, Xie Y, 
et al. Effect of irrigation and nitrogen application on 
grain amino acid composition and protein quality in 
winter wheat.Public Library of Science one. 2017;12 
(6);e0178494. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0 
178494 

15. Hawkesford MJ. Reducing the reliance on 
nitrogen fertilizer for wheat production. Journal of 
Cereal Science. 2014;59(3):276–283. https://doi.org/ 
10.1016/j.jcs.2013.12.001 

16. Bogard M, Allard V, Brancourt-Hulmel M, 
Heumez E, Machet J-M, Jeuffroy J-H, et al. Devia-
tion from the grain protein concentration–grain yield 
negative relationship is highly correlated to post-
anthesis N uptake in winter wheat. Journal of Expe-
rimental Botany. 2010;61(15):4303–4312. https:// 
doi.org/10.1093/jxb/erq238 

17. Hřivna L, Kotková B, Buresova I. Effect of 
sulphur fertilization on yield and quality of wheat 
grain. Cereal Research Communications. 2015;1:1–

9. https://doi.org/10.1556/CRC.2014.0033 
18. Abewa A, Adgo E, Yitaferu B, Alemayehu G, 

Assefa K, Solomon JKQ, et al. Teff grain physical 
and chemical quality responses to soil physico-
chemical properties and the environment. Agrono-
my. 2019;9(6):283. https://doi.org/10.3390/agrono-
my9060283 

19. Hussain A, Larsson H, Kuktaite R, Johans-
son E. Mineral composition of organically grown 
wheat genotypes: contribution to daily minerals in-
take. Environmental Research and Public Health. 
2010;7(9):3442–3456. https://doi.org/10.3390/ijerph 
7093442 

20. Svecnjak Z, Jenel M, Bujan M, Vitali D, 
Dragojević IV. Trace element concentrations in the 
grain of wheat cultivars as affected by nitrogen ferti-
lization. Agricultural and Food Science. 2013;22(4): 
445–451. https://doi.org/10.23986/afsci.8230 

21. Gaj R, Gorski D. Effects of different phos-
phorus and potassium fertilization on contents and 
uptake of macronutrients (N, P, K, Ca, Mg) in winter 
wheat I. Content of macronutrients. Journal of Cen-
tral European Agriculture. 2014;15(4):169–187. 
https://doi.org/10.5513/JCEA01/15.4.1526 

22. Suchowilska E, Wiwart M, Kandler W, Krska 
R. A comparison of macro- and microelement con-
centrations in the whole grain of four Triticum spe-
cies. Plant, Soil and Environment. 2012;58:141–
147. https://doi.org/10.17221/688/2011-PSE 

23. Kovačević V, Kadar I, Rastija M, Sudar R. 
Impacts of NPK fertilization on chemical composition 
of wheat grain. In: Proceedings of the 48th Croatian 
and 8th International Symposium on Agriculture. 
2013:510–514. 

24. Shoup FK, Pomeranz Y, Deyoe CW. Amino 
acid composition of wheat varieties and flours va-
rying widely in bread-making potentialities // Journal  
of Food Science. 1966;31(1):94–101. https://doi.org/ 
10.1111/j.1365-2621.1966.tb15420.x 

25. Mosse J, Huet JC, Baudet J. The amino acid 
composition of wheat grain as a function of nitrogen 
content. Journal of Cereal Science. 1985;3(2):115–
130. https://doi.org/10.1016/S0733-5210(85)80022-9 

26. Baudet J, Huet J-C, Mossé J. The amino  
acid composition of wheat grain as related to its pro-
tein content. Amino Acid Composition and Biological 
Value of Cereal Proteins. 1985;439–450. 

27. Chikishev D, Abramov N, Larina N, Shersto-
bitov S. Effect of nitrogen fertilizers on amino acid 
composition of spring wheat grain. Vestnik Bash-
kirskogo gosudarstvennogo agrarnogo universiteta 
= Vestnik Bashkir State Agrarian University. 
2019;3:20–25. (In Russian) https://doi.org/10.31563/ 
1684-7628-2019-51-3-20-26 

28. Joy WK. Ammonia, glutamine and aspara-
gine: A carbon-nitrogen interface. Canadian Journal 
of Botany. 1988;66(10):2103–2109. https://doi.org/ 
10.1139/b88-288 

29. Shewry PR, Tatham A. The prolamin sto-
rage proteins of cereal seeds: structure and evolu-

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Diepeveen+D&cauthor_id=29410526
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Zhang+J&cauthor_id=29410526
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Zhang+J&cauthor_id=29410526
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Wang+P&cauthor_id=29410526


Чикишев Д.В., Абрамов Н.В., Ларина Н.С., Шерстобитов С.В. Формирование химического … 
Chikishev D.V., Abramov N.V., Larina N.S., Sherstobitov S.V. Chemical composition … 

 

 

504 
 

ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 
 

  
 

tion. The Biochemical Journal. 1990;267:1–12. 
https://doi.org/10.1042/bj2670001 

30. Winter G, Todd CD, Trovato M, Forlani G, 
Funck D. Physiological implications of arginine metab-
olism in plant. Frontiers in Plant Science. 2015;6:005 
34. https://doi.org/10.3389/fpls.2015.00534 

31. Semizorov S, Gunger М. Influence of va-
rious rates of ammonium saltpeter starter applica-
tion on the spring wheat yield. Vestnik Michu-
rinskogo gosudarstvennogo agrarnogo universiteta 
= Bulletin of Michurinsk State Agrarian University. 
2018;4:85–88. (In Russian) 

32. Bogomazov SV, Levin AA, Tkachuk OA, 
Lyanderburgskaya AV. Yield and quality of grain of 

spring soft wheat depending on the application of 
humic and mineral fertilizers. Niva Povolzhya = Vol-
ga Region Farmland. 2019;3:68–73. (In Russian) 

33. Sinyavskiy IV, Elikbaeva SA. Influence of 
combinations of organic and mineral fertilizers on 
yield and quality of spring wheat grain in the room of 
grain sparing. Vestnik Kurganskoi GSHA = Bulletin 
of the Kurgan State Agricultural Academy. 2019;2: 
34–37. (In Russian) 

34. Sherstobitov S. The results of the differential 
mineral fertilization in the automatic mode according 
to the task map. IOP Conference Series: Materials 
Science and Engineering. 2019;537(6):062011. 
https://doi.org/10.1088/1757-899X/537/6/062011 

 
 

Критерии авторства  Contribution 
   

Чикишев Д.В., Абрамов Н.В., Ларина Н.С., 
Шерстобитов С.В. выполнили эксперимен-
тальную работу. Авторы совместно обобщили 
результаты, написали рукопись, имеют на ста-
тью равные авторские права и несут равную 
ответственность за плагиат. 

 Dmitry V. Chikishev, Nikolay V. Abramov, Natalya 
S. Larina, Sergey V. Sherstobitov carried out the 
experimental 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 plagiarism. 
 

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 approved 
by all the co-authors. 

   
СВЕДЕНИЯ ОБ АВТОРАХ  INFORMATION ABOUT THE AUTHORS 

   
Чикишев Дмитрий Владимирович, 
аспирант кафедры почвоведения и агрохимии, 
Государственный аграрный университет  
Северного Зауралья, 
625003, г. Тюмень, ул. Республики, 7, 
Российская Федерация, 
 e-mail: 79088690714@yandex.ru 

 Dmitry V. Chikishev, 
Postgraduate Student,  
Department of Soil Science and Agrochemistry,  
Northern Trans-Ural State Agricultural University,  
7, Republica St., Tyumen, 625003,  
Russian Federation, 
 e-mail: 79088690714@yandex.ru  

   
Абрамов Николай Васильевич, 
д.с.-х.н., профессор, заведующий кафедрой 
почвоведения и агрохимии,  
Государственный аграрный университет  
Северного Зауралья, 
625003, г. Тюмень, ул. Республики, 7, 
Российская Федерация, 
e-mail: vip.anv.55@mail.ru 

 Nikolay V. Abramov, 
Dr. Sci. (Agriculture), Professor,  
Head of the Department of Soil Science  
and Agrochemistry, 
Northern Trans-Ural State Agricultural University,  
7, Respubliki St., Tyumen, 625003,  
Russian Federation, 
e-mail: vip.anv.55@mail.ru 

   
Ларина Наталья Сергеевна, 
к.х.н., профессор кафедры органической  
и экологической химии,  
Тюменский государственный университет, 
625003, г. Тюмень, ул. Володарского, 6.  
Российская Федерация, 
e-mail: nslarina@yandex.ru 

 Natalya S. Larina, 
Cand. Sci. (Chemistry), Professor, 
Department of Organic and Environmental  
Chemistry,  
University of Tyumen,  
6, Volodarski St., Tyumen, 625003,  
Russian Federation, 
e-mail: nslarina@yandex.ru 

   

mailto:79088690714@yandex.ru


Чикишев Д.В., Абрамов Н.В., Ларина Н.С., Шерстобитов С.В. Формирование химического … 
Chikishev D.V., Abramov N.V., Larina N.S., Sherstobitov S.V. Chemical composition … 

 

 

 
ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 

 
505 

  
 

   
Шерстобитов Сергей Владимирович,  
к.х.н., доцент кафедры почвоведения  
и агрохимии,  
Государственный аграрный университет  
Северного Зауралья, 
625003, г. Тюмень, ул. Республики, 7, 
Российская Федерация, 
e-mail: sv5888857@yandex.ru 

 Sergey V. Sherstobitov, 
Cand. Sci. (Chemistry), Associate Professor, 
Department of Soil Science and Agrochemistry,  
Northern Trans-Ural State Agricultural University,  
7, Respubliki St., Tyumen, 625003,  
Russian Federation, 
e-mail: sv5888857@yandex.ru 

 
 



ИЗВЕСТИЯ ВУЗОВ. ПРИКЛАДНАЯ ХИМИЯ И БИОТЕХНОЛОГИЯ  2020  Том 10  N 3 
PROCEEDINGS OF UNIVERSITIES. APPLIED CHEMISTRY AND BIOTECHNOLOGY 2020  Vol. 10  No. 3 

 

 

506 
 

ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 
 

  
 

Оригинальная статья / Original article 

 
УДК 579.66 
DOI: https://doi.org/10.21285/2227-2925-2020-10-3-506-514 

 

Разработка расчетной зависимости для оценки 
величины потери массы при лиофилизации 

диагностических препаратов 
 

© А.В. Комиссаров*,**, Д.Н. Бибиков*, С.А. Бадарин*, Н.В. Синицына*, 
Н.И. Костылева*, М.В. Овчинникова*, Г.И. Коровкина*, О.С. Зинина*, 

И.А. Плотников*, А.К. Никифоров*,** 
 

*Российский научно-исследовательский противочумный институт «Микроб», 
г. Саратов, Российская Федерация 

**Саратовский государственный аграрный университет имени Н.И. Вавилова, 
г. Саратов, Российская Федерация 

 

Резюме: Цель исследования – разработка расчетных зависимостей для оценки величины потери 
массы при лиофилизации диагностических препаратов в зависимости от температурно-
временных режимов досушивания. В качестве модельного раствора при лиофилизации использо-
вали бульон Хоттингера со стабилизаторами: желатин (1,5%) и пептон (10%). Для достижения 
цели был спланирован и реализован полный факторный эксперимент 2

3
, в котором исследуемыми 

факторами являлись температура и время досушивания, а также количество препарата в пер-
вичной упаковке. В результате проведения полного факторного эксперимента при использовании 
ампул в качестве первичной упаковки было получено уравнение регрессии. Проведенная стати-
стическая обработка полученного уравнения показала адекватность математической модели. 
При ее интерпретации было установлено, что с увеличением температуры и времени досушива-
ния величина потери массы при высушивании уменьшается, а при повышении количества препа-
рата во вторичной упаковке – увеличивается. В результате проведения экспериментов выявлено 
соответствие опытных и расчетных значений потери массы при высушивании. Изучено влияние 
высоты высушиваемого материала на потерю массы при высушивании для лиофилизации эквива-
лентного количества вещества во флаконах. Обоснованная ранее математическая модель для 
сушки в ампулах модернизирована для описания процесса лиофилизации во флаконах. Результаты 
подтверждающих экспериментов показали возможность вычисления потери массы при высушива-
нии для полученной модели. Разработанные расчетные зависимости позволяют оценивать теку-
щее значение величины потери массы при лиофилизации препаратов, что приобретает особую 
значимость для уменьшения затрат при обосновании температурно-временных параметров до-
сушивания новых биопрепаратов, нормативных производственных режимов при изменении количе-
ства продукта, вида первичной упаковки, условий десорбции.  
 

Ключевые слова: лиофилизация, потеря массы при высушивании, полный факторный экспери-
мент, ампулы, флаконы, расчетная зависимость 
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Abstract: In this study, we aimed to calculate dependencies for assessing the value of weight loss during 
lyophilization of diagnostic preparations depending on the drying temperature and time. A model solution for 
lyophilization was Hottinger broth with gelatin (1.5%) and peptone (10%) used as stabilizers. To achieve the 
aim, a full factorial experiment 2

3 
was planned and implemented, the investigated factors in which were the 

temperature and time of final drying, as well as the amount of substance in the primary packaging. Using 
ampoules as containers for primary packaging, a regression equation was obtained. The conducted statisti-
cal processing of the obtained equation showed the feasibility of the developed mathematical model. Accord-
ing to the model, an increase in the drying temperature and time leads to a decrease in the amount of weight 
loss; however, weight loss increases under an increase in the amount of substance in the secondary pack-
aging. As a result of the experiments, a correspondence between the experimental and calculated values of 
weight loss during drying was revealed. The effect of the height of the material under drying on the weight 
loss was studied when drying an equivalent amount of substance in vials. The developed mathematical 
model for drying in ampoules was modified to describe the process of lyophilization in vials.  The experi-
mental results confirmed the possibility of calculating weight loss during drying using the proposed model.  
The developed dependencies can be used for estimating the value of weight loss during lyophilization of var-
ious substances, which is of particular importance in terms of reducing costs when establishing the tempera-
ture and time parameters of drying new biological products and modifying production regimes when chang-
ing the amount of product, type of primary packaging or desorption conditions.   
 

Keywords: lyophilization, weight loss on drying, full factorial experiment, ampoules, vials, calculated de-
pendence 
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ВВЕДЕНИЕ 
Процесс лиофилизации дифференцируется 

по трем фазам: заморозка, сублимация и десорб-
ция. Заморозка определяет структуру вещества, 
от которой зависит протекание последующих ста-
дий процесса и, как правило, характеристики го-
тового продукта [1–5]. При сублимации удаляется 
основной объем замороженной несвязанной вла-
ги (до 90%), после чего она завершается [6, 7]. С 
целью десорбции связанной жидкости используют 
повышение температуры вещества до установле-
ния необходимой величины потери в массе при 
высушивании (ПМВ) [8, 9]. 

Скорость десорбции обуславливается интен-
сивностью диффузии влаги. Установлено, что 
значение ПМВ определяется температурой про-
цесса десорбции и площадью вещества и не за-
висит от значения вакуума в лиофилизаторе и 
высоты высушиваемого продукта [10, 11]. Уро-
вень ПМВ сухого продукта определяется прежде 
всего температурно-временными параметрами 
досушивания: чем больше температура продукта 
и время досушивания, тем меньше значение 
ПМВ. 

При конструировании лиофилизатов биопре-
паратов, а также при высушивании существую-
щих продуктов следует иметь представление о 
достигаемом в процессе десорбции значении 

ПМВ вещества при варьировании температурно-
временных характеристик процесса. 

Известно, что целевые свойства лиофилиза-
тов биопрепаратов лучше сохраняются при 
определенном значении ПМВ, при этом конкрет-
ное значение данного параметра является инди-
видуальным для каждого продукта [12–15]. Та-
ким образом, задача обоснования температурно-
временных режимов десорбции приобретает 
большое значение.  

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
В качестве модельного раствора использова-

ли бульон Хоттингера со стабилизаторами: жела-
тин (ГОСТ 11293-89) и пептон (ГОСТ 13805-76), 
расчетная концентрация 1,5 и 10% соответствен-
но. Соединение бульона Хоттингера со средой 
высушивания осуществляли в соотношении 1:1. 
Бульон Хоттингера применяется при выращива-
нии фагов, а вышеназванные стабилизаторы – 
при лиофилизации препаратов в производстве 
чумного Л-413С, Покровского (П) и псевдотубер-
кулезного диагностических бактериофагов. 

Лиофилизация образцов осуществлялась на 
сублимационной сушильной установке Martin 
Christ Epsilon 2-6 (Германия). Образцы разлива-
ли в ампулы типа ШП-6 объемом 6 см

3
 или фла-

коны ФО-10 вместимостью 10 мл, замораживали 

https://doi.org/10.21285/2227-2925-2020-10-3-506-514
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до -50 
о
С на полках продуктового отсека маши-

ны, сублимировали в зоне эвтектики в соответ-
ствии с методическими приемами, обоснован-
ными ранее [16], и досушивали при различных 
температурно-временных режимах. Потерю мас-
сы при высушивании устанавливали с примене-
нием анализатора влажности Sartorius MA 150 
(Германия). Объем серий составлял 400 ампул. 
Эксперименты проводились в трех повторностях. 

Для нахождения базовой модели и расчетной 
зависимости ПМВ от технологических парамет-
ров лиофилизации использован математический 
метод планирования экспериментов, в частно-
сти, полный факторный эксперимент (ПФЭ) 2

n
. 

Базовая модель содержала линейные члены и 
их взаимодействия различного порядка: 
 

 ,

,



 



 

 

   
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 
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n n

0 i i ik i k
i 1i 1

k i 1

n

ikl i k l
i 1

k i 1

l k 1

Y b X b b X b X X

b X X X
          (1) 

 

где Y(b,X) – целевая функция; Xi,k,l – фактор не-
зависимой переменной в кодированном виде;  
N – число исследуемых факторов; bi – коэффи-
циенты при линейных факторах; bil – коэффици-
енты при парных взаимодействиях факторов;  
bilk – коэффициенты при взаимодействии трех 
факторов. 

Планирование, реализацию и обработку дан-
ных полного факторного эксперимента осу-
ществляли по следующему алгоритму: 

– кодировка исследуемых факторов; 
– построение матрицы планирования экспе-

римента в кодированных переменных; 
– вычисление коэффициентов уравнения ре-

грессии; 
– проверка найденных коэффициентов на 

значимость; 
– проверка адекватности полученного урав-

нения регрессии; 
– интерпретация полученной модели; 
– преобразование уравнения регрессии от 

кодированных к натуральным переменным. 
Кодировка исследуемых факторов осуществ-

лялась по формуле: 
 

,



0

i i
i

i

Z Z
X

λ
                            (2) 

 
где Z – фактор независимой переменной в нату-

ральном виде; 𝑍𝑖
0 – основной (нулевой) уровень 

факторов; λi – интервал варьирования факторов. 

𝑍𝑖
0 и λi находили по следующим соотношени-

ям: 

.
2

 
0 i i

i

Z Z
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Коэффициенты уравнения регрессии нахо-

дили с помощью метода наименьших квадратов, 
применяя следующие выражения: 
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Проверка найденных коэффициентов на зна-
чимость осуществлялась по критерию Стьюден-
та: при |𝑏| > 𝑡𝑘𝑝𝑆коэф b считали значимым. В про-

тивном случае коэффициент признавали незна-
чимым и принимали его равным нулю. Критиче-
скую точку tkp находили из таблиц распределе-
ния Стьюдента [5] по числу степеней свободы 
n(m-1) и заданной вероятности Р. Sкоэф вычисля-
ли по формуле: 

 
2

коэф .
yS

S
nm

                         (6) 

 
Дисперсию воспроизводимости рассчитыва-

ли, используя формулу: 
 

𝑆𝑦
2 =

1

𝑛(𝑚−1)
∑𝑛
𝑗=1 ∑ (𝑌𝑖𝑗 − 𝑌𝐽)

2𝑚
𝑖=1 ,             (7) 

 
где n – число экспериментов (строк в матрице 
ПФЭ); m – число опытов в каждом эксперименте; 
Yij – результат отдельного i-ого наблюдения в j-м 

наблюдении; 𝑌𝑗 – среднее выборочное значение 

для j-го эксперимента. 
Проверка адекватности полученного уравне-

ния регрессии проводилась по критерию Фише-
ра, при этом уравнение считали адекватным, 
если соблюдалось неравенство: Fрасч<Fтабл. 

Fрасч вычисляли по формуле: 
 

𝐹расч =
𝑆ост
2

𝑆𝑦
2 ,                                   (8) 

 

где 𝑆ост
2  – остаточная дисперсия, определяемая в 

соответствии с выражением: 
 

𝑆ост
2 =

𝑚

𝑛−𝑟
∑ (𝑌�̃� − 𝑌𝐽)

2𝑛
𝑗=1 ,                   (9) 

 
где r – число значимых коэффициентов в урав-

нении регрессии; 𝑌�̃� – значение изучаемого па-

раметра, определенное по уравнению регрессии 
со значимыми коэффициентами для j-го экспе-
римента. 
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Fтабл находили из таблиц критических точек 
распределения Фишера [17] по заданной веро-
ятности и соответствующим степеням свободы 
k1=n-r, k1=n(m-1). 

Интерпретация полученной модели осу-
ществлялась по уравнению регрессии в кодиро-
ванных переменных. При этом знак «плюс» у 
коэффициента говорит о том, что с увеличением 
данного фактора увеличивается исследуемый 
параметр, а при знаке «минус», наоборот, 
уменьшается. 

Статистическую обработку результатов экс-
периментов осуществляли по стандартной мето-
дике определения грубых ошибок. Расчеты осу-
ществляли с помощью Microsoft Office Excel 2010 
и Mathcad (версия 15.0). 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
С целью получения расчетной зависимости 

для оценки величины ПМВ диагностических пре-
паратов использованы математические методы 
планирования экспериментов. Был спланирован 
и реализован полный факторный эксперимент 
2

3
. Исследуемыми факторами, влияющими на 

значение ПМВ, были: температура досушивания, 
время досушивания и количество препарата в 
ампуле. Значения названных параметров бра-
лись в интервалах, применяемых при производ-
ственной лиофилизации диагностических препа-
ратов. 

 

 
Уровни варьирования факторов и зависи-

мость кодированной переменной Хi от натураль-
ной Zi, а также матрица планирования полного 
факторного эксперимента с его результатами 
представлены в табл. 1, 2. 

В наших исследованиях базовая модель (1) 
приняла следующий вид: 
 

𝑌(𝑏, 𝑋) = 𝑏0 + 𝑏1𝑋1 + 𝑏2𝑋2 + 𝑏3𝑋3 + 𝑏4𝑋1𝑋2 +
+𝑏5𝑋1𝑋3 + 𝑏6𝑋2𝑋3 + 𝑏7𝑋1𝑋2𝑋3,      (10) 

 
Применяя метод наименьших квадратов по 

методике статистической обработки результатов 
экспериментов, представленной в разделе «Экс-
периментальная часть», были определены ко-
эффициенты bi выбранной модели при перемен-
ных Х1, Х2, Хз и их взаимодействиях, а также 
точностные характеристики, определяющие зна-
чимость коэффициентов bi и адекватность моде-
ли. 

Данные статистической обработки результа-
тов проведенного эксперимента представлены в 
табл. 3. 

В результате обработки данных проведенно-
го эксперимента было получено следующее 
уравнение регрессии: 
 

𝑌 = 1,15 − 0,45𝑋1 − 0,3𝑋2 + 0,175𝑋3 − 

−0,025𝑋2,3 − 0,025𝑋1𝑋3 − 0,025𝑋1,2,3.        (11) 

 
Таблица 1 . Уровни варьирования факторов и зависимость кодированной переменной Хi  

от натуральной Zi 
Table 1. Rate of factor variation and dependence of coded variable Xi  

on natural one Zi 
 

Фактор 
Основной 
уровень 

(нулевой) 

Интервал  
варьирования 

Верхний 
уровень 

(+) 

Нижний 
уровень 

(-) 

Зависимость 
кодированной 
переменной 

от натуральной 

Z1 – температура досушивания, оС 25,0 5,0 30,0 20,0 Х1 =
𝑍1 − 25

5
 

Z2 – время досушивания, ч 10 5 15 5 Х2 =
𝑍2 − 10

5
 

Z3 – количество препарата  
в ампуле, мл 

1,25 0,75 2,0 0,5 Х3 =
𝑍3 − 1,25

0,75
 

 
 
Таблица 2. План многофакторного эксперимента и его результаты 
Table 2. Scheme of multifactorial experiment and its results 
 

Номер 
варианта 

Факторы 
Потеря массы при высушивании (Y), % 

Х1 Х2 Х3 
Y1 Y2 Y3 Yср 

1 + + + 0,5 0,4 0,6 0,5 
2 - + + 1,5 1,5 1,5 1,5 
3 + - + 1,0 1,2 0,8 1,2 
4 - - + 2,0 2,1 2,2 2,1 
5 + + - 0,3 0,2 0,4 0,3 
6 - + - 1,1 1,1 1,1 1,1 
7 + - - 0,8 1,0 0,6 0,8 
8 - - - 1,6 1,7 1,8 1,7 
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Таблица 3. Данные статистической обработки результатов эксперимента  
Table 3. Statistical processing of experimental results 
 

b0 b1 b2 b3 b1,2 b1,3 b2,3 b1,2,3 tкрSкоэф 

1,15 0,45 -0,3 0,175 0 -0,025 -0,025 -0,025 0,19 

Fтабл=3,01; Fрассч=2,25 

 
Последующая статистическая обработка выра-
жения (11) с принятой вероятностью Р = 95% 
значимости коэффициентов bi при tкр=2,12 и 
адекватности модели Fрассч = 2,25 выявила, что 
коэффициенты регрессии для факторов Х1,3; Х2,3; 
Х1,2,3 не являются значимыми, их можно не учи-
тывать. Следовательно, уравнение (11) выгля-
дит следующим образом: 
 

𝑌 = 1,15 − 0,45𝑋1 − 0,3𝑋2 + 0,175𝑋3.           (12) 
 

Или в натуральных величинах факторов: 
 

𝑌 = 1,15 − 0,45 (
𝑍1 − 25

5
) − 0,3 (

𝑍2 − 10

5
) + 

+0,175 (
𝑍3−1,25

0,75
).                        (13) 

 
Представляло определенный интерес выяв-

ление соответствия расчетных и полученных 
ПМВ при тех значениях температуры и времени 
досушивания, а также количества препарата в 
ампуле, при которых исследования не проводи-
лись. Для проведения экспериментов были вы-
браны следующие значения вышеназванных 
технологических факторов: 35 

о
С, 12 ч и 1,0 мл. 

Рассчитанная величина ПМВ составляла 0,07%, 
а определенная экспериментально – 0,05%. 
Данные значения являются дополнительным 
подтверждением адекватности уравнения (13). 

Множители при Х1 (температура досушива-
ния) и Х2 (время досушивания) отрицательны. 
Это свидетельствует о том, что при увеличении 
данных технологических параметров уменьша-
ется величина ПМВ. Множитель при Х3  положи-
тельный. Это говорит о том, что при увеличении 
количества препарата в ампуле величина ПМВ, 
наоборот, увеличивается.  

Следует отметить, что полученное уравнение 
регрессии (13) успешно используется при про-
мышленном производстве диагностических бак-
териофагов: чумного Л-413С, Покровского (П) и 

псевдотуберкулезного. 
Представляло определенный научно-практи-

ческий интерес изучение влияния высоты высу-
шиваемого материала на ПМВ. С этой целью 
были спланированы и проведены эксперименты 
по лиофилизации эквивалентного количества 
продукта (имеющего одинаковую высоту) во 
флаконах ФО-10 вместимостью 10 мл и ампулах 
типа ШП-6 объемом 6 см

3
. Фасовка в ампулы 

составляла 2,0 мл (высота материала 15 мм), 
соответственно эквивалентное количество про-
дукта во флаконе – 4 мл (коэффициент соотно-
шения между количеством высушиваемого ма-
териала составил 0,5). Технологические пара-
метры досушивания были следующие: темпера-
тура – 30 

о
С, продолжительность – 15 ч. ПМВ как 

в ампулах, так и во флаконах составила 0,5%. 
Необходимо заметить, что значения ПМВ мате-
риала, высушенного в ампулах, идентичны рас-
считанным по зависимости (13). 

Преобразованная формула для вычисления 
ПМВ при лиофилизации во флаконах будет 
иметь вид: 
 

𝑌 = 1,15 − 0,45 (
𝑍1 − 25

5
) − 

−0,3 (
𝑍2−10

5
) + 0,175 (

0,5𝑍фл3−1,25

0,75
),        (14) 

 
где 0,5 Zфл3 – количество препарата во флаконе, 
мл. 

Результаты подтверждающих экспериментов 
при количестве препарата во флаконе 2 мл 
представлены в табл. 4. 

Анализ данных, представленные в табл. 4, 
свидетельствует об удовлетворительной сходи-
мости расчетных и экспериментальных значе-
ний. Это позволяет говорить о возможности при-
менения выражения (14) для вычисления техно-
логических характеристик. 

 
Таблица 4. Результаты подтверждающих экспериментов при количестве препарата во флаконе 2 мл  
Table 4. Results of confirmation experiments, with 2 ml of preparation per flask 
 

Режимы досушивания 
ПМВ, % 

рассчитанная 
определенная 

экспериментально Температура, оС Время, ч 

25 5 1,27 1,3 

25 15 0,67 0,7 

20 5 1,72 1,75 

20 15 0,8 0,8 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Таким образом, разработанные нами матема-

тические выражения (13) и (14) дают возможность: 
– предсказывать, а также определять в про-

цессе лиофилизации текущие величины проме-
жутка величин ПМВ сухого биопрепарата при раз-
личных технологических параметрах десорбции; 

– прогнозировать время процедуры десорбции 
для установления требуемого значения ПМВ при 
установленных температурно-временных пара-
метрах; 

– определить температуру биопрепарата при 
установленной длительности десорбции. 
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Особенности поведения фермента панкреатической  
липазы при рециклизации в процессах синтеза  

бутилбутирата в неводных средах 
 

© В.С. Гамаюрова, Г.А. Давлетшина 
 

Казанский национальный исследовательский технологический университет, 
г. Казань, Российская Федерация 

 

Резюме: Душистые вещества находят сегодня широкое применение при создании различных от-
душек для косметических и моющих средств, медицинских препаратов наружного применения, а 
также в пищевой промышленности. Ферменты, полученные с помощью методов «зеленой химии», 
особенно ценны ввиду своей экологичности. Поэтому ферментативный синтез сложных эфиров 
алифатических кислот и спиртов, многие из которых являются душистыми веществами, пред-
ставляет большой практический интерес. Данный метод имеет существенные преимущества в 
сравнении с химическим: процесс ведется при низкой температуре, при проведении фермента-
тивных трансформаций практически отсутствуют побочные продукты, вследствие чего не 
требуется применения специальных методов очистки. Однако стоимость ферментных препара-
тов достаточно высока, но иммобилизованные ферменты возможно использовать многократно. 
В настоящей работе была исследована возможность использования неиммобилизованной лио-
фильно высушенной липазы (Lipase from porcine pancreas, Type 11) для многократной этерифика-
ции бутилового спирта масляной кислотой. Процесс синтеза проводился в среде гексана. Полно-
та протекания процесса контролировалась путем титрования водно-спиртовой щелочью оста-
точной кислоты в реакционной среде. После завершения процесса синтеза эфира ферментный 
препарат отделялся от реакционной смеси и повторно использовался в реакции с новой порцией 
субстрата. Показано, что фермент может использоваться в более 10 циклах. Обнаружено, что 
начиная со второго цикла активность фермента возрастает в зависимости от его концентра-
ции в среде. При этом конверсия масляной кислоты увеличивается на 6–180% и только после  
10-го цикла сравнивается с исходной. Необычный эффект повышения ферментативной активно-
сти липазы в рециклах можно объяснить явлением автокатализа, а именно, активацией фермен-
та водой, выделившейся в результате этерификации, и особенностями строения активного 
центра панкреатической липазы. 
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during recyclization when synthesizing butyl butyrate  

in non-aqueous media 
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Abstract: Aromatic substances are widely applied in the creation of fragrances for cosmetic, detergent and 
food products, as well as medical preparations for external use. Environmentally friendly enzymes obtained 
using green chemistry methods are of particular value. Therefore, the enzymatic synthesis of esters of aro-
matic aliphatic acids and aromatic alcohols is of great practical interest. This approach has significant ad-
vantages over chemical methods, since it is carried out at low temperatures without the formation of by-
products, thus requiring no special purification techniques. Although the cost of enzyme preparations is ra-
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ther high, immobilized enzymes can be used repeatedly and continuously. In the present work, we investi-
gate the possibility of using non-immobilized freeze-dried lipase (Lipase from porcine pancreas, Type 11) for 
repeated esterification of butyl alcohol with butyric acid. The synthesis was carried out in hexane. The com-
pleteness of the process was controlled by titration of the residual acid with aqueous alcoholic alkali in the 
reaction medium. The resulting enzyme preparation was separated from the reaction mixture and reused 
with a new portion of the substrate. It is shown that the obtained enzyme can be used for more than 10 cy-
cles. It was found that, starting from the second cycle, the enzyme activity increases depending on its con-
centration in the medium. In addition, the butyric acid conversion increases by 6–180% reaching the initial 
level only after the 10th cycle. The unusual effect of increasing the enzymatic activity of lipase in recycles 
can be explained by both the phenomenon of autocatalysis, i.e. activation of the enzyme by water released 
as a result of esterification, and structural features of the active site of pancreatic lipase. 
 

Keywords: butyl butyrate, pancreatic lipase, conversion, recycling, autocatalysis 
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ВВЕДЕНИЕ 
Сложные эфиры алифатических кислот и 

спиртов находят широкое применение в качестве 
ароматизаторов в пищевой промышленности, при 
производстве синтетических моющих средств, а 
также в различных композициях они используют-
ся в парфюмерии и ароматерапии

1
 [1, 2]. Кроме 

того, они используются в различных отраслях 
промышленности в качестве растворителей, пла-
стификаторов, смазочных масел, гидравлических 
жидкостей. В последние годы сложные эфиры 
высших спиртов стали рассматриваться как пер-
спективные добавки и присадки к дизельному 
топливу [3, 4]. Основу самого биодизельного топ-
лива составляют сложные эфиры низших спир-
тов. В связи с этим резко возрос интерес к полу-
чению сложных эфиров из различных источников, 
в том числе и с использованием ферментативно-
го катализа с применением липаз [5–10]. 

В случае применения ферментативного ка-
тализа важным моментом является выявление 
возможности повторного или даже многократного 
использования ферментного препарата для реа-
лизации синтеза, что, безусловно, позволяет 
снизить его расход и вклад в себестоимость го-
товой продукции. Многократное использование 
ферментов характерно для иммобилизованных 
препаратов, которые имеют более высокую тер-
мическую и механическую устойчивость [11–13]. 
Так, при ферментативном катализе душистых 
веществ алифатического ряда с использованием 
иммобилизованных коммерческих препаратов 
было показано, что биокатализатор Novozyme 

435 сохранял до 80% ферментативной активно-
сти при использовании в 9 циклах, а биокатали-
затор Lipozyme RM-IМ − до 5 циклов [14]. Иммо-
билизованная липаза Candida antarctica (CALB) 
сохраняла до 65% ферментативной активности 
после 10 циклов синтеза эфиров ацетоина и 
жирных кислот [15]. Рекомбинантная липаза 
rPicha/lip, иммобилизованная на двуокиси крем-
ния, сохраняет высокую активность и стабиль-
ность до 40 циклов при этерификации насыщен-
ных жирных кислот (С4-18) со спиртами (С5-16) 
[16]. Однако неиммобилизованные ферменты 
имеют меньшую устойчивость, и возможность их 
использования в рециклах менее вероятна. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
В качестве фермента использовался коммер-

ческий препарат Lipase from porcine pancreas (да-
лее – панкреатическая липаза), Type 11, лиофиль-
но высушенный. Активность − 25,0 ед./мг белка при 
использовании оливкового масла в качестве суб-
страта. Определение активности липазы проводи-
лось стандартным модифицированным методом 
Ота и Ямада

2,3
. 

Ферментативный катализ проводился в без-
водной среде, в качестве растворителя приме-
нялся гексан, масляная кислота, бутанол и гек-
сан – х.ч. 

Контроль над процессом осуществлялся ме-
тодом титрования по уменьшению количества 
кислоты в системе. Титрование проводили 0,1 N 
спиртовым раствором NaOH (в 80%-м этиловом 
спирте) при температуре 20 °С, в качестве инди-

   

1
Братус И.Н. Химия душистых веществ: учебник для учащихся техникумов; 2-е изд., перераб. и доп. 

М.: Агропромиздат.1992. 240 с.  
2
Грачева И.М. Технология ферментативных препаратов. М.: Агропромиздат, 1987. 335 с. 

3
Гамаюрова В.С., Зиновьева М.Е. Ферменты. Лабораторный практикум. СПб.: Проспект науки, 2017. 

256 с. 
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катора использовался 1%-й спиртовой раствор 
фенолфталеина, Контрольный образец не со-
держал ферментного препарата. 

Конверсию кислоты, В, %, рассчитывали по 
формуле: 

 
В=(К-О)/К · 100, 

 
где К – количество спиртового раствора NaOH, 
затраченное на титрование контроля, мл; О – 
количество спиртового раствора NaOH, затра-
ченное на титрование пробы, мл.  

Процесс осуществлялся следующим обра-
зом: в колбу помещали субстрат, представляю-
щий собой смесь масляной кислоты и бутанола в 
мольном соотношении 1:1 (масляная кислота 
использовалась в виде 0,1 N раствора в гек-
сане), и ферментный препарат панкреатической 
липазы. Синтез эфиров проводился при 35 °С и 
варьировании скорости перемешивания.  

Все эксперименты проводили в 12-ти повтор-
ностях. Результаты обрабатывали с помощью 
пакета статистических программ Statistica 6.0. 
Достоверность отличий контрольных и экспери-
ментальных результатов оценивали при помощи 
t-критерия Стьюдента. Погрешность измерений 
не превышала 7%. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Липазы представляют большой интерес в 

практической реализации органического синтеза 
сложных эфиров. Они позволяют получать до-
статочно чистые целевые продукты, не загряз-
ненные побочными веществами, ввиду высокой 
специфичности ферментов. Ферментативный 
синтез, как правило, проводится при низких тем-
пературах, что привлекательно, поскольку про-
цесс малоэнергоемок. Экономическая эффек-
тивность таких процессов также связана с воз-
можностью многократного использования иммо-
билизованных ферментных препаратов. В этой 
работе была проверена возможность рециклиза-
ции (многократного использования) неиммоби-
лизованного ферментного препарата − панкреа-
тической липазы, в синтезе бутилбутирата при 
проведении процесса в среде гексана. В экспе-
рименте реакционная среда через 24 ч отделя-
лась от ферментного препарата, к которому за-
тем приливали новую порцию субстрата. Резуль-
таты повторных циклов синтеза с тем же количе-
ством ферментного препарата при внесении 
свежей порции субстрата в начале каждого цик-
ла приведены на рис. 1. 

Как видно из диаграммы, приведенной на 
рис. 1, при повторном использовании панкреати-
ческой липазы конверсия масляной кислоты уве-
личилась с 72 до 87% и только на 10-й цикл она 
сравнялась с первоначальной. При повторении 
эксперимента с тем же количеством субстрата 
при меньшем количестве ферментного препара-

та в смеси (2,6 мг/мл) получены результаты, 
представленные на рис. 2. В этом случае кон-
версия масляной кислоты уже на 2-ой цикл уве-
личилась в 1,8 раза и до 8-го цикла держалась в 
1,5 раза выше по сравнению с первоначальной. 

 

 
 

Рис. 1. Ферментативный синтез бутилбутирата  
панкреатической липазой:  
концентрация препарата − 5 мг/мл;  
температура процесса – 35 °С;  
скорость перемешивания − 70 об./мин 
 

Fig. 1. Enzymatic synthesis of butyl butyrate  
by pancreatic lipase:  
drug concentration – 5 mg/ml;  
process temperature – 35 °С;  
stirring speed – 70 rpm 

 

 
 

Рис. 2. Ферментативный синтез бутилбутирата  
панкреатической липазой:  
концентрация препарата − 2,6 мг/мл;  
температура процесса – 35 °С; 
скорость перемешивания − 70 об./мин 
 

Fig. 2. Enzymatic synthesis of butyl butyrate  
by pancreatic lipase:  
drug concentration – 2.6 mg/ml;  
process temperature – 35 °С;  
stirring speed – 70 rpm  

 
В другой серии опытов синтез бутилбутирата 

проведен при увеличении содержания фермента 
в реакционной смеси до 20 мг/мл и мольном со-
отношении кислота:спирт 1:2, без перемешива-
ния, при температуре процесса 35 °С (рис. 3).   
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Рис. 3. Ферментативный синтез бутилбутирата  
панкреатической липазой:  
концентрация препарата 20 мг/мл;  
температура процесса – 35 °С;  
без перемешивания 
 

Fig. 3. Enzymatic synthesis of butyl butyrate  
by pancreatic lipase:  
drug concentration 20 mg/ml;  
process temperature – 35 °С;  
without stirring 

 
Следует отметить, что уже после первого 

цикла процесса уровень конверсии масляной 
кислоты превышал 80%, а последующее четы-
рехкратное помещение отделенного из реакци-
онной массы фермента в свежую порцию суб-
страта позволило повысить уровень конверсии 
до 96%. 

Проведенные эксперименты показали, что 
панкреатическую липазу можно многократно ис-
пользовать для синтеза эфира. Парадоксаль-
ность ситуации заключается в том, что при по-
вторных использованиях ферментного препара-
та конверсия кислоты увеличивалась по сравне-
нию с исходной. Во всех исследованных ситуа-
циях уже на вторые сутки (второй рецикл) кон-
версия кислоты увеличивалась на 6−15%, а при 
малой концентрации препарата (2,6 мг/мл) − в 
1,8 раза. Только после десятикратного рецикла 
ферментного препарата конверсия кислоты 

начинала приближаться к первоцикличной. Та-
ким образом, обозначены предпосылки уникаль-
ного процесса – многократного использования 
неиммобилизованного фермента для синтеза 
сложных эфиров. 

Обнаруженный факт нарастания фермента-
тивной активности в рециклах свидетельствует 
об активации фермента уже после первых цик-
лов этерификации. Этот факт может служить 
показателем наличия в системе автокатализа. 
Это явление может быть объяснено следующим 
образом. В процессе этерификации выделяется 
вода, которая может активировать высушенную 
сублимацией панкреатическую липазу. Фор-
мально это может быть названо автокатализом. 
Это подтверждает, что, несмотря на протекание 
синтеза в безводной среде, собственно катализ 
липазой реализуется в активном центре на гра-
нице раздела фаз липид (субстрат)/вода, следо-
вательно, присутствие некоторого количества 
воды необходимо для реализации процесса син-
теза. Такое необычное поведение панкреатиче-
ской липазы также можно объяснить тем, что в 
трехмерной структуре некоторых липаз присут-
ствует полипептидная цепь липофильного аль-
фа–спирального домена, прикрывающего актив-
ный центр фермента, так называемая «крышка», 
регулирующая доступ молекул к активному цен-
тру [11, 17]. Открытие активного центра фермен-
та может произойти под воздействием субстрата 
или других факторов среды. Косвенным под-
тверждением этого может служить тот факт, что 
при сравнении этерифицирующей способности 
некоторых липаз (панкреатическая липаза, 
Lipozyme CALB и Lipozyme TL IM) при синтезе 
бутилбутирата в равных условиях для фермен-
тов (концентрация кислоты 0,1 N, мольное соот-
ношение кислота:спирт = 1:2) нами обнаружено, 
что панкреатическая липаза, в отличие от других 
ферментов, показывает индукционный период 
около одного часа, когда процесс практически не 
идет (рис. 4) [18]. 

 

 

Рис. 4. Ферментативный синтез бутилбутирата различными липазами 
 

Fig. 4. Enzymatic synthesis of butyl butyrate by various lipases 
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Как видно из представленных на рис. 4 дан-
ных, через 24 ч синтеза конверсия кислоты с по-
мощью панкреатической липазы достигает 90% 
наравне с другими липазами, которые достигают 
такой конверсии кислоты за 4−5 ч. Иммобилизо-
ванные липазы, имеющие стабильную и более 
жесткую структуру, не обнаруживают такого эф-
фекта. Кроме того, нужно учесть, что сравнивае-
мые нами липазы, синтезируемые микроорга-
низмами, так же, как и панкреатическая липаза, 
могут иметь множественные молекулярные 
формы и по свойствам могут быть неидентичны. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Таким образом, сублимированная неиммо-

билизованная панкреатическая липаза при ката-

лизе реакций этерификации в неводных средах 
на начальных этапах рециклизации показывает 
увеличение ферментативной активности. Это 
указывает на то, что при синтезе в безводной 
среде для реализации акта катализа необходимо 
присутствие в активном центре липазы некоторо-
го количество воды, которое при недостатке вос-
полняется выделением воды в процессе этери-
фикации. Формально это можно назвать явлени-
ем автокатализа. Кроме того, нужно учесть осо-
бенность упаковки активного центра липазы, ко-
торая также может повысить активацию липазы 
за счет постепенного более полного раскрытия 
«крышки» и тем самым повысить доступность 
активного центра липазы. 
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Резюме: Представлены результаты исследования особенностей химического состава и товар-
ных свойств нефти Ичёдинского месторождения. Построен график атмосферной перегонки, по 
кривой истинных температур кипения определено потенциальное содержание товарных фракций. 
Данные нефти были исследованы по индивидуальному углеводородному составу широкой бензино-
вой фракции, что позволило рассчитать ее групповой состав, который представлен следующими 
углеводородными соединениями: алкановые – 53,12% отн., циклоалкановые – 27,21% отн., арома-
тические – 18,45% отн. По содержанию серы нефть Ичёдинского месторождения относится к 
первому классу – малосернистая. Одной из особенностей нефти данного месторождения являет-
ся ее неспособность образовывать устойчивые эмульсии, так как в составе имеется низкое со-
держание твердых парафинов. Также представлены искусственные эмульсии с добавлением пла-
стовой воды к нефти с получением 30% обводненности. Готовая эмульсия исследовалась двумя 
способами: анализ проводился в процессе гравитационного отстаивания в течение 120 мин при 
температуре 50 ºС, а также с помощью прибора LUMiFuge. Таким образом, в ходе исследований 
установлено, что нефть Ичёдинского месторождения малосернистая, легкая, с высоким содер-
жанием светлых дистиллятов. Известно, что низкое содержание серы приводит к меньшей кор-
розии промыслового оборудования и, как следствие, к меньшим затратам на поставку нефти по-
требителю. Такие нефти являются высококачественным и перспективным сырьем для производ-
ства нефнепродуктов. 
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Abstract: This study was aimed at investigating the chemical composition and commercial properties of 
crude oil mined at the Ichyodinskoye field. A graph of atmospheric distillation was constructed. The content 
of commercial fractions was determined from the curve of true boiling temperatures. The obtained data were 
analysed according to the hydrocarbon composition of the gasoline fraction, which was found to comprise 
alkane, cycloalkane and aromatic compounds in the amount of 53.12%, 27.21% and 18.45%, respectively. In 
terms of sulphur, the oil mined at the Ichyodinskoye field is considered to be low-sulphur, thus belonging to 
the1st class. A distinctive feature of this oil consists in its inability to form stable emulsions due to a low con-
tent of solid paraffins in its composition. In the study, artificial emulsions of the oil and deposit water with a 
watercut value of 30% were obtained. The developed emulsions were investigated by analysing the process 
of gravitational settling for 120 min at a temperature of 50 °C, as well as using a LUMiFuge device. It was 
found that the oil mined at the Ichyodinskoye field is low-sulphur and light, containing a high content of light 
distillates. It is known that low-sulphur oils are safer for field equipment in terms of corrosion, thereby de-
creasing costs of supplying oil to consumers. Such oils are a high-quality and promising raw material for the 
production of oil products. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Подготовка нефти на промыслах занимает 

промежуточное положение среди основных про-
цессов, связанных с добычей, сбором и транс-
портированием товарной нефти потребителю. 
От того, как нефть подготовлена, зависят эф-
фективность и надежность работы магистраль-
ного трубопровода. Перекачка вместе с нефтью 
1–2% балласта в виде эмульгированных глобул 
воды или частиц механических примесей спо-
собствует более интенсивному коррозионному 
износу насосного оборудования, снижает про-
пускную способность нефтепроводов и повыша-
ет опасность их порывов [1]. 

Нефть – это сложная гетерогенная система, 
большая часть которой представлена кинетиче-
ски устойчивыми коллоидными частицами раз-
личного размера, ядро которых состоит из керо-
генных включений, асфальтенов и парафиновых 
соединений, окруженных оболочкой высокопо-
лярных, высокоароматических, высокомолеку-
лярных смолистых веществ [2, 3]. Нефть состоит 
из органических и минеральных соединений  
[4–7], скопления которых обнаружены во всех 
типах пород и могут быть открыты в самых 
неожиданных местах. Темпы и объемы добычи 
нефти и газа зависят от многих факторов как 
природного, так и техногенного характера. Про-
гноз развития флюидных систем разных типов и 
их режима имеет важное значение для оценки 
ресурсов вод, условий их эксплуатации, а также 
для проектирования и разработки месторожде-
ний углеводородных соединений (УВ) [8].  

Восточная Сибирь сегодня – один из самых 
инвестиционно привлекательных регионов на-
шей страны [9]. На территории Иркутской обла-
сти находится наибольшее число крупных 
нефтегазоносных бассейнов России, располо-
женных на Сибирской платформе [10, 11]. 
Ичёдинское месторождение расположено на се-
вере Иркутской области, занимает территорию в 
десятки тысяч квадратных километров и отно-
сится к Лено-Тунгускому нефтегазоносному бас-
сейну. Месторождение было открыто в 2012 г., 
пробная эксплуатация ведется с 2015 г. 

Цель настоящих исследований – изучение 
особенностей состава и свойств нефти Ичёдин-
ского месторождения.  

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Исследованы пробы нефти Ичёдинского ме-

сторождения. Кинетику водонефтяных эмульсий 
определяли на аналитической центрифуге LUMi-
Fuge. Эксплуатационные характеристики прямо-
гонной бензиновой фракции, в том числе октано-
вые числа (ОЧ), определяли с помощью прибора 
«Октанометр» SHATOX SХ-300. Углеводородный 
состав изучали на газовом хроматографе Agilent 
7820А фирмы Agilent Technologies с селектив-
ным масс- спектрометром и детектором НР 5975. 
Энергия ионизации – 70 эВ. Кварцевая колонка 
длинной 30 м и диаметром 0,25 мм со стацио-
нарной фазой (95% диметил - 5% дифенилполи-
силоксан). Идентификацию соединений осу-
ществляли с использованием библиотеки масс-
спектров «NIST11».  

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
По своим физико-химическим свойствам 

нефть Ичёдинского месторождения относится к 
марке Brent и обладает уникальными особенно-
стями, которые имеют большое значение при 
выборе поставщиков и потребителей, например 
ее температура застывания равна минус 45 ºС 
(табл. 1). 

Фракционный состав нефти определен по 
ГОСТ 2177-99 с целью построения кривой истин-
ных температур кипения (ИТК) и определения 
количественного состава фракций. 

Одной из ключевых характеристик нефти по 
ГОСТ Р 51858-2002 предусмотрен фракционный 
состав. По результатам наших исследований, в 
нефти Ичёдинского месторождения доля свет-
лых дистиллятов с температурой выкипания до 
200 ºС составила до 30% об., фракции, выкипа-
ющие до 300 ºС, – 47,5% об. (относятся к типу 
легких нефтей). Остаток после отбора светлых 
дистиллятов составил 40,5% об. График атмо-
сферной перегонки нефти до 350 ºС показан на 
рис. 1.  

 
Таблица 1. Физико-химические свойства нефти Ичёдинского месторождения 
Table 1. Physical and chemical properties of oil from the Ichyodinskoye pool 
 

Показатель Значение Стандарт 

Плотность при 20 ºС, кг/м3 808,0 ГОСТ 3900-85 
Температура застывания, ᵒС -45,0 ГОСТ 20287-91 
Содержание, % масс.:   
   твердых парафинов 1,15 ГОСТ 11851-85 
   серы 0,1114 ГОСТ Р 51947-2002 
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Рис. 1. Фракционный состав нефти Ичёдинского  
месторождения  
 

Fug. 1. Fractional composition of Ichyadinskoy oil 

 
Анализ полученных данных показал, что ис-

следуемая нефть характеризуется достаточно 
высоким содержанием легких фракций, что при-
вело нас к более детальному анализу бензино-
вой фракции. Потенциальное содержание то-
варных фракций определенно по кривой ИТК и 
представлено в табл. 2. 

 
Таблица 2. Результаты разгонки нефти Ичёдинского 

месторождения 
Table 2. The results of the distillation of Ichedinskoye oil 
 

Пределы выкипания фракций, ºС Выход, % об. 

Бензиновые:  
н.к.–120 14,0 
60–160 16,0 
н.к.–00 30,0 
Дизельные:  
140–350 38,5 
180–350 31,5 

Примечание. Н.к.− температура начала кипения. 

 
Для бензиновой фракции 38–200 ºС были 

определены эксплуатационные характеристики: 
октановые числа, плотность и содержание об-
щей серы (табл. 3). 

 
Таблица 3. Эксплуатационные характеристики  

бензиновой фракции 
Table 3. Performance characteristics of the gasoline  

fraction 
 

Параметр Значение 

Октановое число, моторный метод 
(ОЧММ) 

46,5 

Октановое число,  
исследовательский метод (ОЧИМ) 

53,9 

Плотность при 20 ºС, кг/м3 745,0 
Содержание общей серы, % масс. 0,0101 

 

Фракция 38–200 ºС не удовлетворяет требо-
ваниям ГОСТ Р 51105-97 по детонацион- 
ной стойкости автомобильных бензинов, тем не 
менее базовая фракция (60–160ºС), используе-
мая для получения автобензинов, составляет 
16% об., а низкое содержание серы позволяет с 

меньшими затратами применять гидроочистку 
[12, 13]. При компаундировании фракции оксиге-
натами, концентратом ароматических углеводо-
родов и др. может быть получен товарный бен-
зин марок АИ-92 и АИ-95 [14–16].    

При исследовании углеводородного соста- 
ва бензиновой фракции идентифицированы  
85 индивидуальных углеводородов (УВ) от  
2-метилпропана (1,49%) до тетрадекана (1,71%). 
Метановых УВ содержится более 50%, количе-
ство нормальных алканов в них заметно меньше 
– в 2–3 раза (≈2,77 раза), чем разветвленных. 
Количественное соотношение моно-, ди- и три-
замещенных структур составляет 2 : 4 : 1 соот-
ветственно. В группе нафтеновых соединений 
бензиновой фракции преобладают циклогекса-
новые структуры, причем соотношение моно- : 
ди- : тризамещенных циклогексанов составляет 
2 : 1,4 : 1 соответственно. Среди ароматических 
углеводородов большая доля приходится на мо-
ноциклические соединения.  

Относительное содержание идентифициро-
ванных соединений вычисляли по площадям пи-
ков без корректирующих коэффициентов чув-
ствительности.  

Полученные данные по индивидуальному уг-
леводородному составу широкой бензиновой 
фракции позволили рассчитать ее групповой со-
став, который представлен следующими УВ,  
% отн.: алкановые – 53,12; нафтеновые – 27,21, 
ароматические – 18,45 (табл. 4). 

Бензины, в которых преобладают парафино-
вые углеводороды, характеризуются низкими 
октановыми числами. Тем не менее, например, 
прямогонный бензин легкой нефти Вознесенско-
го месторождения, богатый парафинами, отли-
чается высоким октановым числом. 

Одной из особенностей нефти Ичёдинского 
месторождения является ее неспособность об-
разовывать устойчивые эмульсии, что связано, 
возможно, с низким содержание парафинов.  

Устойчивость – одна из важнейших характе-
ристик нефтяных дисперсных систем, которая 
определяет эффективность проведения многих 
нефтехимических процессов, а также получения 
различных нефтепродуктов, склонных к рассло-
ению, без значительного изменения качества в 
процессе хранения и применения [17, 18]. 

Нами проведены опыты с искусственной 
эмульсией с добавлением пластовой воды к 
нефти с получением 30% обводненности. Мо-
дель пластовых вод представляет собой попут-
ные воды, отобранные с Осинского продуктивно-
го горизонта Ичёдинского нефтяного месторож-
дения. Общая минерализация составляет 
455300 мг/дм

3
, воды относятся к хлоридно-

кальциевому типу (по В.А. Сулину), имеют высо-
кую минерализацию и плотность. Образец водо-
нефтяной смеси общим объемом 100 мл тща-
тельно перемешивался лопастной мешалкой со 
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Таблица 4. Групповой углеводородный состав широкой бензиновой фракции от температуры  

начала кипения до 200 ºС 
Table 4. Group hydrocarbon composition of a wide gasoline fraction on temperature 

the beginning of boiling up to 200 ºС 
 

Число атомов 
углерода 

Содержание на фракцию н.к.-200 ℃, % отн. 

Всего 
Алканы 

Нафтены Арены Неизвестные 
изостроения н-строения 

С4 1,49 1,49 – – – – 
С5 5,23 2,31 2,92 – – – 
С6 6,82 2,31 4,51 – – – 
С7 15,49 0,39 – 15,1 – – 
С8 24,13 8,19 – 7,59 7,54 0,81 
С9 11,68 3,87 – 4,40 3,41 – 
С10 20,22 14,93 4,95 0,12 – 0,22 
С11 2,85 2,85 – – – – 
С12 2,38 0,37 – – 1,82 0,19 
С13 0,62 0,62 – – – – 
С14 9,09 1,70 1,71 – 5,68 – 

Всего 100 39,03 14,09 27,21 18,45 1,22 
 

скоростью более 600 об./мин в течение 10 мин, 
тем самым обеспечивая различную дисперс-
ность приготовляемой эмульсии. Готовая эмуль-
сия анализировалась двумя способами. Эмуль-
сия исследовалась в процессе гравитационного 
отстаивания в течение 120 мин при температуре 
50 ºС. Уже через 60 мин образец показал четкое 
расслоение. Объем нижнего слоя (вода) соста-
вил 30% об. Второй способ представлял собой 
исследование эмульсии с помощью аналитиче-
ской центрифуги LUMiFuge, мгновенно измеря-
ющей затухание света, проходящего по всей 
длине образца, используя инновационную тех-
нологию STEP. Технология STEP позволяет 
непрерывно измерять интенсивность света, про-
ходящего через всю высоту кюветы с образцом. 
Прибор позволяет быстро и объективно оценить 
кинетику процессов. Процесс проводили при 
температуре 50 ºС, скорости перемешивания 
2000 об./мин в течение 16 мин, light factor – 0,25. 
По результатам проведенных исследований по-
лучена зависимость положения границы раздела 
фаз эмульсии в определенный момент времени, 
что позволило в режиме реального времени 
наблюдать за процессами, происходящими в 
дисперсной системе. На рис. 2 графически пред-
ставлена кинетика (седиментация) водонефтяной 
эмульсии. Эмульсия разделилась на два слоя – 
нефть и воду. Данная дисперсная система абсо-
лютно просвечиваемая, на участке 115–130 мм 
кюветы отчетливо видна отделившаяся вода. 
Степень поведения различных образцов эмуль-
сий зависит как от ее состава, так и от температу-
ры среды. 

Определение «истинной» устойчивости неф-
тяных дисперсных систем легкой нефти возмож-
но в тех редких случаях, когда седиментацион-
ное разделение в системе достигается под дей-
ствием центробежных сил в отсутствии раство-
рителя. Одна из главных проблем извлечения 
пластового флюида и его транспортировки − 
коррозионный износ металлических труб и 

наземного оборудования. В работах [19, 20] по-
казано, что основными из веществ, вызывающих 
коррозию, являются соединения серы и вода. 
Использование нефти Ичёдинского месторожде-
ния, не образующей устойчивых эмульсий и со-
держащей в своем составе малое количество 
общей серы (см. табл. 1), снизит коррозию про-
мыслового оборудования, что в свою очередь 
приведет к меньшим затратам на ее добычу, 
подготовку и поставку потребителю. 
 

 
 
Рис. 2. Расслоение искусственной водонефтяной  
эмульсии Ичёдинского месторождения  
во временном интервале 
 

Fig. 2. Stratification of the artificial water-oil emulsion  
of the Ichedinskoe oil pool  
in time interval 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В результате исследования установлено, что 
нефть Ичёдинского месторождения относится к 
легким малопарафинистым нефтям и не образу-
ет с водой устойчивой эмульсии.  

В дальнейшем необходимо исследовать об-
разующиеся водонефтяные эмульсии в различ-
ных температурных условиях с целью детально-
го представления механизма стабилизации и 
разрушении нефтяных дисперсных систем, что 
поможет в оптимизации технологии подготовки и 
переработки нефти.  

Интересен и тот факт, что в химическом со-

https://www.lum-gmbh.com/step-technology_en.html
https://www.lum-gmbh.com/step-technology_en.html
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ставе бензиновой фракции преобладают алканы 
изостроения, а эксплуатационный показатель 
октанового числа низкий, что требует более де-
тального изучения. Поскольку данная нефть ма-
лосернистая, легкая, с высоким содержанием 
светлых дистиллятов, ее относят к марке Brent. 
На нефти таких марок приходится большая часть 
мирового спроса, что позволяет направлять их 
на переработку по топливному варианту.  

Разведанные в пределах Сибирского феде-

рального округа запасы углеводородного сырья 
позволяют рассматривать Восточную Сибирь в 
качестве региона, перспективного для создания 
современных центров добычи и переработки 
нефти, газа и газоконденсата. Ичёдинское ме-
сторождение является значимым не только для 
Иркутской нефтяной компании, но и для всего 
топливно-энергетического комплекса нашей 
страны. 
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Резюме: Объемы мирового производства поливинилхлорида уступают только полиолефинам. По-
ливинилхлорид может перерабатываться почти всеми известными методами. Он обладает вы-
сокой прочностью, хорошими изоляционными свойствами, устойчив к кислотам, окислителям и 
растворителям. В то же время он имеет очень высокую вязкость расплава и недостаточно 
устойчив при температурах переработки в изделия: выделяющийся при его нагревании хлори-
стый водород катализирует дальнейший процесс разложения полимера. Поскольку температура 
размягчения поливинилхлорида оказывается выше температуры его разложения, он не может 
перерабатываться в чистом виде. Все материалы на его основе являются композиционными. Ва-
рьируя состав композиций, можно получать пластические массы как очень мягкие (пластикаты), 
так и жесткие (винипласты). Свойства полимерных изделий на основе поливинилхлорида во мно-
гом будут определяться структурой и морфологией полимера. Авторами настоящей работы 
впервые подробно исследованы свойства промышленного суспензионного поливинилхлорида (АО 
«Саянскхимпласт», Иркутская область). Молекулярная масса полимера, определенная вискози-

метрическим методом, составляет 1,010
6.
 Начало потери массы поливинилхлорида при проведе-

нии термогравиметрического анализа наблюдалось при температуре 160 С. Осуществлена пол-
ная расшифровка ИК-спектра полимера и установлено, что исследуемый поливинилхлорид не со-
держит посторонних веществ в полимере (примеси стабилизаторов, эмульгаторов и присадок). 
Дифракционная кривая полимера качественно аналогична дифракционным кривым частично кри-
сталлических полимеров и содержит два аморфных гало при углах рассеяния 24°30′ и 39°30′ и 
группу кристаллических пиков над ними. Также определена степень кристалличности поливинил-
хлорида и предложены механизмы образования его регулярного и нерегулярного строения.  
 

Ключевые слова: суспензионный промышленный поливинилхлорид, молекулярная масса, инфра-
красная спектроскопия, дифракционная кривая 
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IR spectroscopy and X-ray diffraction analysis 
of industrial polyvinyl chloride suspension 
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Nikita D. Lukyanov, Nikolai V. Minaev, Svyatoslav S. Makarov 
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Abstract: In terms of the contemporary plastic industry, world production of polyvinyl chloride is second only 
to polyolefins. Recyclable by almost all known methods, polyvinyl chloride offers high strength, good insulat-
ing properties, as well as resistance to acids, oxidising agents and solvents. At the same time, the ability to 
process polyvinyl chloride into products is limited by its lack of stability at high melt viscosity temperatures, 
since hydrogen chloride released during its heating catalyses further process of polymer decomposition. 
Thus, due to the softening temperature of polyvinyl chloride being higher than its decomposition tempera-
ture, it cannot be processed in its pure form. Consequently, functional polyvinyl chloride-based materials 
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tend to be composites. By varying the composition of mixtures, plastic masses characterised by either very 
soft (plastic compounds) or hard (vinyl plastics) structures can be obtained. The properties of polyvinyl chlo-
ride-based polymer products are largely determined by the structure and morphology of the polymer. In the 
present work, the properties of industrial suspension polyvinyl chloride (Sayanskkhimplast JSC, Irkutsk Ob-
last) were studied in detail for the first time. The molecular weight of the polymer determined by the visco-

metric method was 1.0106. Thermogravimetric analysis showed that polyvinyl chloride mass loss started to 

occur at 160C. Following the complete IR band assignment of the polymer, the polyvinyl chloride under 
study was established to contain no foreign substances (impurities of stabilisers, emulsifiers and additives). 
The diffraction curve of the polymer was established to be qualitatively similar to equivalent partially crystal-
line polymers. Two amorphous halos were detected at 2θ of 24° 30′ and 39° 30′ below a group of crystalline 
peaks. The crystallinity degree of polyvinyl chloride was determined and mechanisms for the formation of its 
regular and irregular structure were proposed. 
 

Keywords: suspension industrial polyvinyl chloride, molecular weight, infrared spectroscopy, diffraction 
curve 
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ВВЕДЕНИЕ 
Мировой рынок поливинилхлорида (ПВХ) явля-

ется одним из наиболее динамично развивающихся 
рынков полимеров. По данным компании 
«Harriman», мировые мощности по производству 
ПВХ с 2000 по 2006 гг. выросли с 30 до 40 млн т/год 
соответственно, в 2007 г. они составили более  
45 млн т, а к 2010 г. их рост прогнозировался (до 
кризиса 2008 г.) до 60 млн т. ПВХ в России является 
дефицитным продуктом. Так, в 2013 г. его произ-
водство составило лишь 604 тыс. т, тогда как по-
требление – 967 тыс. т [1, 2].  

Полимер выпускается в двух основных видах 
в зависимости от особенностей производства и 
рынков потребления: суспензионный (ПВХ-с) и 
эмульсионный (ПВХ-э).  

Основными сферами применения ПВХ явля-
ется изготовление оконных профилей, погонаж-
ных изделий, пленок, труб, фитингов, различных 
покрытий, медицинских инструментов и других 
изделий [2–5]. Основной и серьезный недостаток 
полимера – невозможность переработки ПВХ в 
чистом виде, так как температура переработки 
находится выше температуры его разложения 
[6–8]. Это вынуждает вводить в ПВХ стабилиза-
торы (термостабилизаторы), пластификаторы, 
модификаторы, промоутеры плавления, смазки, 
наполнители [9–12]. Характеристики исходного 
ПВХ (молекулярная масса, строение полимерной 
цепи, температура разложения, степень кри-
сталличности полимера и др.) в значительной 
мере определяют поведение полимера при его 
переработке и влияют на свойства готового из-
делия.  

Целью данной работы являлось исследова-
ние свойств промышленного суспензионного 

ПВХ производства АО «Саянскхимпласт» (Ир-
кутская область).  

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
ПВХ ― промышленный суспензионный по-

лимер. Характеристическую вязкость [η] ПВХ 
раствора измеряли в циклогексаноне с исполь-

зованием вискозиметра Убеллоде при 25 С. 
Значение характеристической вязкости [η] для 
исследуемого ПВХ составило 1,1 дл∙г

-1
. Молеку-

лярную массу ПВХ (1,0
.
10

6
) вычисляли, подстав-

ляя полученные значения [η], K и α в уравнение 
Марка – Куна – Хаувинка: 

 
[η] = K · М

α
, 

 
где K и α – константы для данной системы поли-

мер – растворитель при температуре 25 С, их 
значения (2,4·10

-5
 и 0,77 соответственно) взяты 

из работы [13].  
Элементный анализ продуктов реакции прово-

дили на газоанализаторе фирмы «Thermo 
Finnigan». Найдено, %: C – 38,2; H – 4,8; СI – 57,0. 
Вычислено, %: C – 38,4; H – 4,8; СI – 56,8. 

Кривые термогравиметрического анализа об-
разцов снимали на дериватографе Q-1500 (МОМ, 

Венгрия), максимальная температура – 850 С, 

скорость нагрева на воздухе – 10 С мин
-1
. 

ИК-спектры сополимеров получены на спек-
трометрах Specord IR-75 и Bruker IFS-25 в таб-
летках KBr и в вазелиновом масле. 

Дифракционные кривые сняты на установке 
XRD-7000 фирмы Shimadzu (Япония) в области 

углов рассеяния 2θ = 0–70 С. Фокусировка про-
водилась по Брэггу – Брентано [14]. 
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Суспензионный промышленный ПВХ произ-

водства АО «Саянскхимпласт» представляет 
собой твердый продукт белого цвета, хорошо 
растворимый в трихлорбензоле, дихлорэтане, 
диметилформамиде, диметилсульфоксиде и 
циклогексаноне. 

Начальная температура разложения ПВХ − 

160 С, при 250 С потеря массы полимера со-

ставляет 50%, а при температуре 300 С указан-
ная величина увеличивается до ~85% (рис. 1). 

 

 
 

Рис. 1. Кривая потери массы суспензионного  
поливинилхлорида 
 

Fig. 1. Mass loss curve of suspension polyvinyl chloride 

 
Полная расшифровка ИК-спектра полимера 

(рис. 2) проведена на основании анализа лите-
ратурных данных [15−17]. Характеристические 
полосы ПВХ приведены в таблице. 

 

 
 

Рис. 2. ИК-спектр суспензионного поливинилхлорида 
 

Fig. 2. IR spectrum of suspension polyvinyl chloride 

 
Следует отметить присутствие триплета в 

области с частотами 2973, 2939 и 2906 см
-1

, ко-
торый относится к остаточным алифатическим 
СН2- и СН-группам ПВХ и полос поглощения ва-
лентных колебаний связи C−Cl, регистрируемые 
при

 
611 и 678 см

-1
.  

На основании анализа ИК-спектра можно 
сделать заключение, что исследуемый ПВХ не 
содержит посторонних веществ в полимере 

(примеси стабилизаторов, эмульгаторов и при-
садок).   

 
Полосы поглощения в ИК-спектре суспензионного  
поливинилхлорида 
Absorption bands in the IR spectrum of suspension  
polyvinyl chloride 
 

Волновое число  
(измеренное), см-1 

Колебание  
и тип симметрии 

2973 
2939 
2907 
2838 
2821 
1430 
1332 
1248 
1093 
960 
836 
691 
611 
559 

ν(СН), А1, В1 
νа(СН2), В1 
νs (СН2), A1 
νs (СН2), A1 
νs (СН2), A1 
δ(СН2), А1 

γt(СН2) + δ(СН), А1 
δ(СН) 
γw(СН) 

γr(СН2), В1 
γr(СН2), В2 

ν(ССl) 
ν(ССl) 
ν(ССl) 

 
Дифракционная кривая ПВХ, I1(θ) (рис. 3, 

кривая 1) построена путем сплайновой интерпо-
ляции по экспериментальным данным в про-
грамме MathCad. Дифракционная кривая ПВХ 
имеет четыре аморфных гало при углах рассея-
ния 19°10′, 24°, 35°40′ и 40° 2θ и группу кристал-
лических пиков над ними. Точки кривой при углах 
12, 20,4, 30-34, 36,7, 49° 2θ принимаются за точ-
ки аморфного гало. По данным точкам аналогич-
но, методом сплайновой интерполяции, строится 
кривая I2(θ) (рис. 3, кривая 2). Точки полученной 
дифрактограммы при 12 и 49° 2θ соединяются 
прямой линией, служащей основанием аморфно-
го гало (рис. 3, кривая 3). Уравнение этой линии 
можно выразить следующим равенством:  

 
I3(θ) = 117,811 – 0,568·θ. 

 

 
 

Рис. 3. Дифрактограмма суспензионного  
поливинилхлорида 
Fig. 3. Diffraction pattern of suspension polyvinyl chloride 

 
Для определения степени кристалличности 

полимера необходимо определить площади кри-
сталлических рефлексов (Sкр1−Sкр4), заключен-
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ных между линией дифрактограммы (см. рис. 3, 
кривая 1) и верхней границей гало (см. рис. 3, 
кривая 2), а также площадь аморфной составля-
ющей Sам, заключенной между верхней грани-
цей гало и основанием (см. рис. 3, кривая 3). По-
скольку кривые 1 и 2 имеют математическое 
описание в виде интерполяционной функции, а 
кривая 3 – в виде линейной функции, то их мож-
но интегрировать на любых заданных интерва-
лах в рамках исследованного диапазона, ис-
пользуя программу MathCad. 

Таким образом, площади кристаллических 
рефлексов равны: 

 

𝑆кр1 = ∫ 𝐼1(𝜃)
20,4

12

− ∫ 𝐼2(𝜃)
20,4

12

= 

= 1623,5 − 1403,9 = 219,6; 
 

𝑆кр2 = ∫ 𝐼1(𝜃)
34

20,4

− ∫ 𝐼2(𝜃)
34

20,4

= 

= 2768,8 − 2498,5 = 270,3; 
 

𝑆кр3 = ∫ 𝐼1(𝜃)
36,7

34

− ∫ 𝐼2(𝜃)
36,7

34

= 

= 333,3 − 300,6 = 32,7; 
 

𝑆кр4 = ∫ 𝐼1(𝜃) −
49

36,7

∫ 𝐼2(𝜃)
49

36,7

= 

= 1413,2 − 1301,8 = 111,4; 
 

𝑆кр =  𝑆кр1 + 𝑆кр2 + 𝑆кр3 + 𝑆кр4 =
= 219,6 + 270,3 + 32,7 + 111,4 =
= 634,0. 

 
Далее определили площадь аморфной со-

ставляющей: 
 

𝑆ам = ∫ 𝐼2(𝜃)
49

12

− ∫ 𝐼3(𝜃)
49

12

= 

= 5504,8 − 3718,5 = 1786,3. 
 

Определение степени кристалличности ПВХ 
проводили на основе закона сохранения инте-
гральной интенсивности рассеяния и различного 
рода допущениях при разделении на «кристал-
лические» (Sкр) и «аморфные» (Sам) составля-
ющие [18]. Поэтому степень кристалличности 
рассчитывается по формуле: 

 
Х = Sкр/(Sкр + Sам) = 634 / (634 + 1786,3) =  

= 0,2619 или 26,19%. 
 

Обнаруженные рефлексы на рентгенограм-
мах можно объяснить наличием синдиотактиче-
ских участков в полимерной цепи. Известно, что 

кристаллический ПВХ обладает повышенной 
степенью синдиотактичности, о чем свидетель-
ствует наличие интенсивной полосы в области 
611 см

-1
 и слабой полосы при 691 см

-1
 [19], при-

чем кристаллизоваться могут те макромолекулы 
ПВХ, в которых имеются синдиотактические 
участки, содержащие не менее 12 мономерных 
звеньев [18, 20].  

При радикальной суспензионной полимери-
зации ПВХ в промышленности возможны два 
маршрута образования последовательностей 
мономерных звеньев винилхлорида: «голова к 
голове» (I) и «голова к хвосту» (II):  

 
I 

 
 
II 

 
 
Первый путь способствует получению ПВХ с 

достаточно длинными отрезками цепей, имею-
щих регулярное строение, а второй – получению 
нерегулярного полимера, который в процессе 
переработки может подвергаться дегидрохлори-
рованию. Поскольку в исследуемом промышлен-
ном ПВХ наблюдается устойчивое существова-
ние аморфной и кристаллической фаз, то про-
цесс образования полимера осуществляется по 
двум маршрутам. Существование аморфной и 
кристаллической фаз в исследуемом промыш-
ленном ПВХ можно объяснить тем, что процесс 
образования полимера осуществляется по двум 
маршрутам.  

 
ВЫВОДЫ 
Впервые определена степень кристаллично-

сти суспензионного ПВХ производства АО «Са-
янскхимпласт» методом рентгенографии.  

Предложен новый способ построения рент-
геновской дифракционной кривой путем сплай-
новой интерполяции по экспериментальным 
данным в программе MathCad. 
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Новые функциональные сополимеры 
1-винил-1,2,4-триазола с аллиламином 

 

 Г.Ф. Прозорова, А.И. Емельянов, С.А. Коржова 
 

Иркутский институт химии им. А.Е. Фаворского СО РАН, г. Иркутск, Российская Федерация 
 

Резюме: Новые водорастворимые функциональные сополимеры на основе 1-винил-1,2,4-триазола 
и аллиламина синтезированы в условиях свободно-радикального инициирования под действием ди-
нитрила азобисизомасляной кислоты. Варьированием условий реакции получены сополимеры раз-
ного состава с молекулярной массой 1287–30204 Да. Структуру, молекулярную массу и физико-
химические свойства сополимеров определяли с помощью методов элементного анализа, ИК- и 
ЯМР 

1
Н-спектроскопии, гель-проникающей хроматографии, потенциометрического и турбиди-

метрического титрования, динамического светорассеяния, термогравиметрического анализа. 
Установлено, что сополимеры проявляют свойства высокоомных органических полупроводников, 
характеризуются удельной электрической проводимостью порядка 10

-13
–10

-14 
См/см, обладают 

высокой стойкостью к термической деструкции (до 260–280 С). Полученные сополимеры являют-
ся перспективными в качестве стабилизирующих полимерных матриц при формировании водо-
растворимых гибридных органо-неорганических нанокомпозитов, обладающих биологической ак-
тивностью. 
 

Ключевые слова: 1-винил-1,2,4-триазол, аллиламин, радикальная сополимеризация  
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New functional copolymers  
of 1-vinyl-1,2,4-triazole with allylamine 

 

Galina F. Prozorova, Artem I. Emel’yanov, Svetlana A. Korzhova 
 

A.E. Favorsky Irkutsk Institute of Chemistry SB RAS, Irkutsk, Russian Federation 
 

Abstract: New water-soluble functional copolymers based on 1-vinyl-1,2,4-triazole and allylamine were syn-
thesized under the action of free-radical initiation conditions and azobisisobutyric acid dinitrile. Сopolymers 
of various compositions with a molecular weight of 1287–30204 Da were obtained by varying reaction condi-
tions. The structure, molecular weight and physicochemical properties of the copolymers were determined 
using elemental analysis, IR and NMR 

1
H-spectroscopy, gel permeation chromatography, potentiometric and 

turbidimetric titration, as well as dynamic light scattering and thermogravimetric analysis. It was established 
that the obtained copolymers, exhibiting the properties of high-resistance organic semiconductors, are cha-
racterized by a specific electrical conductivity of 10

-13
–10

-14 
S/cm and high resistance to thermal destruction 

(up to 260–280 C). These copolymers are promising as stabilizing polymer matrices in the formation of bio-
logically active water-soluble hybrid organic-inorganic nanocomposites. 
 

Keywords: 1-vinyl-1,2,4-triazole, allylamine, radical copolymerization  
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ВВЕДЕНИЕ 
Актуальным направлением в полимерной 

химии является разработка новых функциональ-
ных полимеров с широким комплексом практиче-
ски значимых свойств. В зависимости от приро-
ды полимеров можно создавать эффективные 
полимерные материалы для решения ряда про-
блем развивающихся технологий: прочности, 
перерабатываемости, пластичности, стойкости к 
агрессивным средам и т.п. [1–4]. Наиболее эф-
фективным способом усиления функционально-
сти полимеров является направленная сополи-
меризация различных мономеров, позволяющая 
синтезировать оригинальные сополимеры с си-
нергическим сочетанием уникальных свойств 
сомономеров. Особое внимание уделяется во-
дорастворимым полимерам, перспективным для 
разработки современных медико-биологических 
материалов. Ранее нами была показана возмож-
ность синтеза новых полимеров и сополимеров, 
в том числе водорастворимых, на основе  
1-винил-1,2,4-триазола, а также получения, в 
зависимости от условий реакции и природы со-
мономера, (со)полимеров и нанокомпозитов, 
имеющих высокие термостойкость [5, 6], биоло-
гическую активность [7–9], сорбционную способ-
ность [10]. 

В настоящей работе представлены результа-
ты синтеза и исследования физико-химических 
свойств новых сополимеров 1-винил-1,2,4-триа-
зола (ВТ) с аллиламином (АА). Основная цель 
заключалась в разработке новых перспективных 
полимерных материалов с практически значи-
мыми свойствами, а именно, в усилении биоло-
гической активности наноматериалов на основе 
ВТ путем введения в макроструктуру аллила-
минного фрагмента, обладающего фунгистати-
ческим и фунгицидным действием. 

 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Элементный анализ выполняли на анализа-

торе Thermo Finnigan Flash EA 1112 (Thermo 
Fisher Scientific, Великобритания). ИК-спектры 
регистрировали на спектрометре FT-IR Bruker 
Vertex 70 (Bruker Corporation, Германия). Моле-
кулярные массы измеряли методом гель-
проникающей хроматографии на приборе Shi-
madzu LC-20 (Shimadzu Corporation, Япония). 
Гидродинамический диаметр макромолекул 
определяли с помощью фотонного анализатора 
Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments Ltd, Вели-
кобритания). Электрическую проводимость из-
меряли на тераомметре Е6-13А. Устойчивость 
сополимеров к термоокислительной деструкции 
изучали методами термогравиметрического ана-

лиза и дифференциальной сканирующей кало-
риметрии с использованием дериватографа STA 
449 Jupiter (Netzsch, Германия). Измерения про-

водили в интервале температур 25–700 С при 

скорости нагрева 10 С/мин в воздушной атмо-
сфере. Масса образцов составляла 5 мг. ВТ син-
тезировали по методике, представленной в ра-
боте [11], аллиламин и динитрил азобисизомас-
ляной кислоты (ДАК) (Aldrich) использовали без 
дополнительной очистки.  

Синтез сополимеров. Сополимеризацию  
ВТ с АА проводили в запаянных ампулах в атмо-
сфере аргона в воде в присутствии ДАК  

(1% масс. от массы мономеров) при 60 С в те-
чение 72 ч при разном соотношении мономеров. 
Сополимеры выделяли двукратным осаждением 
из раствора ДМФА в диэтиловый эфир, сушили в 

вакууме при 40 С над P2O5 до постоянной мас-
сы.  

 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Сополимеризацию 1-винил-1,2,4-триазола 

(ВТ) с аллиламином (АА) проводили в условиях 
свободно-радикального инициирования с ис-
пользованием динитрила азобисизомасляной 
кислоты (ДАК) в качестве инициатора. Реакции 
осуществляли в воде при 60 °С в течение 72 ч 
при разном соотношении мономеров. Сополиме-
ризация протекает по винильным группам моно-
меров, в результате образуются соответствую-
щие сополимеры: 

 

 

Варьированием соотношения мономеров в 
исходной реакционной смеси синтезированы со-
полимеры разного состава с молекулярной мас-
сой 1287–30204 Да, которые представляют со-
бой порошки белого цвета, хорошо растворимые 
в воде и биполярных органических растворите-
лях (ДМФА, ДМСО, ДМАА) (таблица). 

Из полученных результатов следует, что  
с увеличением содержания АА в исходной реак-
ционной смеси происходит понижение выхода  
и уменьшение молекулярной массы сополиме-
ров. Это обусловлено характерным поведением 
аллильных соединений в реакциях полимери-
зации, а именно, деградационной передачей це-
пи на мономер, что связано с большой подвиж-
ностью аллильного водорода и стабилизацией 
образующегося аллильного радикала вследствие 
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Условия синтеза и характеристики сополимеров 1-винил-1,2,4-триазола с аллиламином  
Synthesis conditions and characteristics of the copolymers of 1-vinyl-1,2,4-triazole with Allylamine 
 

Состав исходной  
смеси, мол. % Выход, % 

Состав сополимера, 
мол. % Mw, Да* Mw/Mn** d, нм*** Т, С 

ВТ 
70 
50 
30 

АА 
30 
50 
70 

ВТ 
73 
67 
59 

АА 
27 
33 
41 

61 
43 
14 

30204 
6222 
1287 

2,40 
2,73 
1,44 

19,67 
18,96 
17,45 

280 
270 
260 

*Mw – молекулярная масса;  
**Mw/Mn – молекулярно-массовое распределение;  
***d – средний диаметр макромолекулы. 

 
делокализиции неспаренного электрона на  
π-орбитали. Из-за малой активности аллильный 
радикал не может инициировать реакцию роста и 
участвует лишь в реакциях бимолекулярного об-
рыва. Поэтому из-за передачи цепи на мономер 
полимеризация аллиловых мономеров протекает с 
малой скоростью и приводит к образованию низ-
комолекулярных продуктов. Ширина молекулярно-
массового распределения (Mw/Mn) уменьшается 
от 2,40 до 1,44, что свидетельствует о более узкой 
дисперсности молекулярно-массового распреде-
ления в сополимере с большим содержанием ал-
лиламинных звеньев (41 мол.%).  

В ИК-спектрах сополимеров отсутствует по-
лоса поглощения валентных колебаний связей 
С=С винильной группы (1654 см

-1
) и сохраняются 

характерные полосы поглощения мономеров,  
см

-1
: валентные и деформационные колебания 

триазольного цикла 1503–1505 (С=N), 1430–1433 
(С–N), 1273-1275 (N–N), 1001–1004 (С-Н), 660–
665 (С-N); аллиламина 909 (N–H), 1135-1250  
(С–N), 1658 (N–H) и полимерной цепи 3110 (СН), 
2922–2925 (CН2). Широкая полоса с центром при 
3430 см

-1
 относится к колебаниям группы –OH 

молекулярной воды, взаимодействующей с со-
полимером. 

Об образовании истинных сополимеров сви-
детельствуют результаты турбидиметрического 
титрования. Характер кривых (отсутствие пло-
щадок и перегибов, плавный ход зависимости 
оптической плотности от доли осадителя) соот-
ветствуют однокомпонентной системе. 

 
 
Методом динамического светорассеяния бы-

ли измерены средние диаметры макромолекул 
сополимеров в водно-солевых растворах. Сопо-
лимеры характеризуются мономодальным рас-
пределением частиц по размерам с максимума-
ми, соответствующими средним диаметрам (d) 
17,45–19,67 нм. Макромолекулы сополимера с 
меньшей молекулярной массой (1287 Да) харак-
теризуются меньшим гидродинамическим диа-
метром (17,45 нм). 

Синтезированные сополимеры проявляют 
свойства высокоомных органических полупро-
водников: характеризуются удельной электриче-
ской проводимостью порядка 10

-13
–10

-14 
См/см. 

По данным термогравиметрического анализа 
сополимеры обладают высокой термостойко-

стью, которая уменьшается c 280 до 260 С при 
уменьшением доли триазольных фрагментов в 
макромолекулах сополимеров. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Таким образом, методом радикальной сопо-

лимеризации синтезированы новые водораство-
римые сополимеры 1-винил-1,2,4-триазола с ал-
лиламином разного состава и различной моле-
кулярной массы. Сополимеры проявляют свой-
ства высокоомных органических полупроводни-
ков и обладают высокой стабильностью к термо-
окислительной деструкции. Наличие в макромо-
лекулах сополимеров триазольных циклов и ал-
лил-аминных фрагментов обуславливает их пер-
спективность для разработки новых водораство-
римых гибридных нанокомпозитов с высокой 
биологической активностью. 
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