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Резюме: Исследованы комплексы ZnCl2 и CdCl2 с триэтаноламином методами квантовой химии и 
спектроскопии ЯМР. Склонные к лигандному обмену комплексы триэтаноламина могут вступать 
в клетку в качестве транспорта металлов. Поэтому изучение данного свойства актуально для 
понимания механизмов биологического действия подобных объектов. Спектры ЯМР 

1
Н и 

13
С запи-

саны на импульсном спектрометре Bruker DPX250 при 298 K. Неэмпирические квантово-
химические расчеты исследованных соединений производились в рамках метода B3LYP с примене-
нием программного пакета Gaussian 09. В основу проведенных исследований были положены изме-
нения химических сдвигов и констант спин-спинового взаимодействия при комплексообразовании 
тяжелых металлов с триэтаноламином. Полученные экспериментальные данные свидетель-
ствуют, что изменения химических сдвигов в спектрах ЯМР сопровождаются возрастанием зна-
чений констант спин-спиновой связи, причем наиболее значимыми являются прямые константы 
1
J(С,Н) метиленовой группы, связанной с атомом азота. Наблюдаемые особенности спектров 

ЯМР обусловлены строением и внутримолекулярной динамикой комплексов, что отражает пред-
лагаемая авторами данной работы схема. Для более полного понимания наблюдаемых трансфор-
маций в спектрах ЯМР триэтаноламина вследствие влияния процесса комплексообразования были 
проведены квантово-химические расчеты предполагаемых состояний комплексов и их спектраль-
ных характеристик. При расчете комплексов принимались во внимание три состояния, соответ-
ствующие моно-, би- и трициклической структурам. Полученный в процессе выполнения данной 
работы теоретический и экспериментальный материал позволяет сделать вывод о том, что 
для исследованных комплексов характерны внутримолекулярные обменные процессы, приводящие 
к усреднению сигналов ЯМР от нескольких существующих в растворе форм. Для CdCl2 с триэта-
ноламином равновероятны би- и трициклические формы существования комплекса. В случае ком-
плекса ZnCl2 с триэтаноламином более выгодной является трициклическая форма.  
 

Ключевые слова: комплексы ZnCl2 и CdCl2 с триэтаноламином, ЯМР-спектроскопия, неэмпириче-
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Abstract: Complexes of triethanolamin with ZnCl2 and CdCl2 were studied using the methods of quantum 
chemistry and NMR spectroscopy. Triethanolamine complexes are prone to ligand exchange, which make 
them suitable as metal transporters. Therefore, research into the biological action of such compounds is of 
particular importance. 

1
H and

 13
C

 
NMR spectra were recorded using a Bruker DPX250 pulsed spectrometer 

operated at 298 K. Non-empirical quantum-chemical calculations were performed by the B3LYP method  
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using the Gaussian 09 software package. Changes in the chemical shifts and spin-spin coupling constants 
during the formation of triethanolamine complexes with heavy metals were studied. The obtained experi-
mental data indicate that changes in the NMR spectrum shifts are accompanied by an increase in the spin-
spin coupling constants, with the 

1
J(C, H)

 
constants of the methylene group associated with nitrogen being 

the most significant. On the basis of the conducted NMR spectrum analysis, the authors propose a scheme 
for describing the structure and intermolecular dynamics of the complexes under study. In order to elucidate 
the observed changes in the NMR spectra of triethanolamine in the process of complex formation, a series of 
quantum-chemical calculations was carried out. Three states corresponding to mono-, bi- and tricyclic struc-
tures were taken into account. According to the obtained theoretical and experimental results, the complexes 
under study are characterized by intermolecular metabolic processes that lead to the averaging of NMR sig-
nals from various compounds existing in the solution. For triethanolamine complexes with CdCl2, the exist-
ence of bi- and tricyclic forms is equally probable. For triethanolamine complexes with ZnCl2, the tricyclic 
form seems to be more beneficial.  
 

Keywords: ZnCl2 and CdCl2 complexes with triethanolamine, NMR spectroscopy, non-empirical calculations, 
intermolecular metabolic processes  
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ВВЕДЕНИЕ 
Триэтаноламин (ТЭА) образует комплексные 

соединения со многими металлами. Основной 
особенностью таких комплексов является фор-
мирование атрановой структуры, в образовании 
которой участвуют атом азота и три атома кис-
лорода [1–4]. Синтезированные в последнее де-
сятилетие комплексы ТЭА с хлоридами и ацета-
тами ряда металлов (Cd, Mg, Zn, Fe, Rh) показа-
ли хорошую биологическую активность [5–7]. 
Склонные к лигандному обмену комплексы ТЭА 
могут выступать в качестве транспорта эссенци-
альных (жизненно необходимых) металлов в 
клетку. Изучение этого предположения состав-
ляет исключительную актуальность для понима-
ния механизмов биологического действия по-
добных объектов.  

Исследования комплексных соединений ме-
тодами спектроскопии ЯМР широко применяются 
в современной химии [8–16]. При помощи этого 
вида спектроскопии подтверждают структуры 
синтезированных соединений, прослеживают 
механизмы каталитических реакций, изучают 
динамические характеристики комплексов в рас-
творах. Участие молекулы лиганда в комплексо-
образовании приводит к заметным изменениям 
ее спектральных характеристик. Это относится к 
изменению химических сдвигов и констант спин-
спинового взаимодействия в спектрах ЯМР. 
Наблюдаемые трансформации в спектрах, вы-
званные процессом комплексообразования, не 
всегда легко интерпретируются. Возросшие воз-
можности современных методов квантовой хи-
мии и увеличивающиеся расчетные мощности 
вычислительных машин позволяют исследова-

телям моделировать процессы образования 
комплексов, изучать механизмы лигандного об-
мена, производить расчет теоретических значе-
ний спектральных параметров. Многие, в том 
числе достаточно сложные, вычислительные 
схемы реализованы в многофункциональных 
программных пакетах (например таких, как про-
грамма GAUSSIAN), обеспечивающих высокую 
эффективность

1
 [17–19].  

Цель данной работы заключалась в исследо-
вании комплексов ZnCl2ТЭА и CdCl2ТЭА сов-
местно методами квантовой химии и спектроско-
пии ЯМР. Ранее квантово-химические расчеты 
спектров ЯМР обсуждаемых в данной работе 
комплексов не проводилось.  

 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ  
Спектры ЯМР 

1
Н и 

13
С записаны на импульс-

ном спектрометре Bruker DPX250 при 298K в 5 мм 
ампулах с использованием широкополосного дат-
чика BBO5mmZ3074/58. В качестве растворителя 
использовали D2O и CD3OD. Значения химических 
сдвигов в спектрах ЯМР 

1
Н и 

13
С пересчитаны от-

носительно тетраметилсилана (ТМС). Концентра-
ции растворов для записи спектров ЯМР 

1
Н со-

ставляли 5%, спектров ЯМР 
13

С – 10%. 2М спектры 
1
Н-

13
С HSQC – стандартная импульсная последо-

вательность в фазочувствительной форме TPPI с 
развязывающей составной импульсной последо-
вательностью GARP во время считывания. Рефо-
кусирующая задержка D6=3.4 мс 1/(2J(C,H)) опти-
мизировалась на значение прямой КССВ 
1
J(C,H)=145 Гц. Неэмпирические квантово-хими-

ческие расчеты ТЭА, а также комплексов 
ZnCl2ТЭА (1) и CdCl2ТЭА (2) производили в рам-

   

1
Frisch M.J., Trucks G.W., Schlegel H.B., Scuseria G.E., Robb M.A., Cheeseman J.R., et al . Gaussian 

09. Wallingford: Gaussian Inc., 2009. 394 р. 
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ках метода B3LYP. Были выбраны базисные 
наборы 6-311G(d,p) и qzvp

1
 [17]. Для комплексов 

Сd (2) использовать базисный набор 6-311G(d,p) 
невозможно по причине его ограниченности. 
Расчеты проводили в базисе qzvp, предназна-
ченном для расчета тяжелых элементов. Рас-
четные данные получены с применением про-
граммного пакета Gaussian 09 [18, 19]. При этом 

принимали во внимание существование в рас-
творе нескольких координированных молекуляр-
ных структур. Для выполнения этой задачи гото-
вили три разных входных файла, на основании 
которых проводили оптимизацию геометриче-
ских параметров молекул. Эти файлы соответ-
ствуют моно-, би- и трициклической вероятным 
комплексным структурам (рис. 1). 

 

  

 

a b c 
 

Рис. 1. Структуры комплексов триэтаноламина: моноциклическая (a); бициклическая (b); трициклическая (c) 
 

Fig. 1. Structures of triethanolamine complexes: monocyclic (a); bicyclic (b); tricyclic (c) 
 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Спектры ЯМР. Данные спектров ЯМР 

1
Н и 

13
С 

комплексов 1 и 2 приведены в табл. 1. Для сравне-
ния в табл. 1 представлены спектральные харак-
теристики ТЭА, полученные в тех же условиях 
(D2O, +25 ºС).  

Для оценки изменения химического сдвига 
при комплексообразовании использовали пара-

метр  =  
13

C (OCH2) –  
13

C (NCH2) (разница 
химических сдвигов сигналов 

13
С от углеродов, 

связанных с N и O), который оказывается раз-
личным для двух исследуемых комплексов по 
сравнению с исходным ТЭА [8]. Данные, приве-
денные в табл. 1, свидетельствуют, что измене-
ния химических сдвигов в спектрах ЯМР сопро-
вождаются возрастанием значений констант 
спин-спинового взаимодействия (КССВ); наибо-
лее значимыми являются прямые константы 
1
J(С,Н) метиленовой группы, связанной с атомом 

азота в комплексе 1. Наблюдаемые особенности 
спектров ЯМР обусловлены строением и внут-
римолекулярной динамикой комплексов, что от-
ражает схема, приведенная на рис. 2. Ранее бы-
ло показано, что благодаря схожей динамике 
подобные комплексы могут участвовать в ли-
гандном обмене [10, 11].  

Из приведенной на рис. 2 схемы следует, что 
при смещении равновесия влево (структура (м)) 
параметры спектров ЯМР должны приближаться 
к свободному ТЭА, что и наблюдается для сиг-

налов комплекса 2. В случае реализации струк-
тур (б) и (т) данные ЯМР будут существенно от-
личаться от спектральных характеристик сво-
бодного ТЭА.  

Анализ квантово-химических расчетов. Для 
более полного понимания наблюдаемых транс-
формаций в спектрах ЯМР ТЭА вследствие вли-
яния процесса комплексообразования были про-
ведены квантово-химические расчеты предпола-
гаемых состояний комплексов и их спектральных 
характеристик. Для комплексов Zn расчеты про-
водили как в базисе 6-311G(d,p), так и базисе 
qzvp. Для комплексов кадмия расчеты данных 
ЯМР были проведены только в базисе qzvp. В 
процессе расчета комплекса цинка принимались 
во внимание три состояния, соответствующие 
моно- (1м), би- (1б) и трициклической (1т) струк-
турам. Оптимизированные геометрии этих струк-
тур отражают координацию Zn с атомом азота 
(длины связей Zn–N, Å: 2,15; 2,16; 2,17 соответ-
ственно). Изменения основных геометрических 
параметров ТЭА отражаются только на увеличе-
нии длины связи N–C на 0,03 Å. Наиболее устой-
чивой, по данным расчета, является атрановая 
структура (1т). Разница в полной энергии между 
трициклической и бициклической формами со-
ставляет 1,1 ккал/моль, а в сравнении с моно-
циклической структурой это значение увеличи-
вается до 8 ккал/моль.  

 

Таблица 1. Химические сдвиги, константы спин-спинового взаимодействия триэтаноламина  

и его комплексов  
Table 1.  Chemical shifts, spin-spin coupling constants of triethanolamine 
 

Соединение 
, 

1
Н м.д. , 

13
С м.д. (

1
J(C,H), Гц) 

NCH2 OCH2 NCH2 OCH2  

Триэтаноламин (ТЭА) 
ZnCl2ТЭА (комплекс 1) 
CdCl2ТЭА (комплекс 2) 

2,62 
3,16 
2,78 

3,55 
3,76 
3,69 

55,63 (133,1) 
55,46 (141,2) 
55,07 (135,7) 

58,85 (142,6) 
56,11 (144,7) 
57,21 (144,0) 

3,22 
0,65 
2,14 
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Рис. 2. Возможные формы существования комплексов триэтаноламина в растворе 
 

Fig. 2. Possible forms of existence of triethanolamine complexes in solution 
 

По результатам оптимизации геометрии из 
трех форм комплекса 2 атрановая форма (2т) 
была определена как самая выгодная – 
0 ккал/моль, форма (2б) – как наиболее устойчи-
вая – 0,3 ккал/моль. Моноциклическая форма 

(2м) имела Е = 5,9 ккал/моль. Низкая разница 
энергий между (2б) и (2т) структурами позволила 
предположить, что и в растворе эти конформа-
ции заселены практически одинаково. Значения 
КССВ и химические сдвиги (ХС) для комплексов 
усреднялись, что соответствует реальным усло-
виям получения спектров ЯМР, в которых из-за 
особенностей метода наблюдается усредненная 
картина. Данные для (1м), (1б) и (1т) форм пред-
ставлены в табл. 2, где для сравнения приведе-
ны теоретические значения для ТЭА.  

На основании данных табл. 2 можно заклю-
чить, что вовлечение очередной цепи СН2-СН2-ОН 

в координацию, т.е. переход 1м1б1т, приводит 
к увеличению усредненного значения КССВ 

1
J(С,Н) 

для NCН2-группы, что соответствует эксперимен-
тальным данным. Для ХС ЯМР 

13
С сигнала ОСН2-

группы наблюдается зависимость по уменьшению 
его значения при увеличении числа циклов. Эти 

тенденции влияют на величину параметра . Так, 

для моноциклической структуры 1м значение  
наиболее близко к параметру для свободного ТЭА. 
Для данных спектров ЯМР 

1
Н обнаруживается 

эффект уменьшения ХС при увеличении коорди-
нирующих цепей. Это не согласуется с изменени-
ем экспериментальных значений, наблюдаемых в 
спектрах комплекса. Для комплексов кадмия рас-
четы данных ЯМР были проведены только в бази-
се qzvp. В табл. 3 суммированы данные по всем 
соединениям, выполненные в одном приближении. 

 

Таблица 2. Теоретические данные спектров ЯМР 
1
Н и 

13
С для триэтаноламина и его комплексов  

Zn в B3LYP/6-311G(d,p) 
Table 2.  Theoretical data of 

1
H and 

13
C NMR spectra for triethanolamine and its complexes  

Zn in B3LYP / 6-311G (d, p) 
 

Соединение Геометрия 
, 

1
Н м.д. , 

13
С м.д. 

 
1
J(C,H), Гц 

NCH2 OCH2 NCH2 OCH2 NCH2 ОCH2 

ТЭА – 3,43 4,55 59,92 67,44 7,52 128,3 136,3 

ZnCl2ТЭА 
1м 
1б 
1т 

3,20 
2,99 
2,68 

4,14 
3,94 
3,97 

59,31 
58,24 
59,02 

64,25 
61.49 
60.03 

4,95 
3,25 
1,01 

132.4 
133,3 
134,2 

136,5 
136,7 
137,1 

 

Таблица 3. Теоретические данные спектров ЯМР 
1
Н и 

13
С для триэтаноламина и комплексов в B3LYP/qzvp  

Table 3. Theoretical data of 
1
H and 

13
C NMR spectra for triethanolamine and complexes in B3LYP/qzvp 

 

Соединение Геометрия 
, 

1
Н м.д. , 

13
С м.д. 

 
1
J(C,H), Гц 

NCH2 OCH2 NCH2 OCH2 NCH2 OCH2 

ТЭА - 2,87 4,08 65,68 72,96 7,28 134,1 142,1 

ZnCl2ТЭА 
1м 
1б 
1т 

3,79 
3,60 
3,26 

4,69 
4,42 
4,46 

66,63 
65,64 
66,26 

71,59 
68,84 
67,39 

4.96 
3,20 
1,13 

141,3 
140,3 
138,0 

147,0 
146,0 
147,7 

CdCl2ТЭА 
2м 
2б 
2т 

3,60 
3,40 
3,20 

4,54 
4,30 
4,29 

65,48 
64,10 
60,90 

71,31 
68,10 
64,57 

5,83 
4,00 
3,67 

138,6 
137,4 
136,7 

145,0 
144,3 
144,7 
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Как показывают данные табл. 3, использование 
базисного набора qzvp в сочетании с функциона-
лом B3LYP позволяет улучшить воспроизводи-
мость поведения ХС в спектрах ЯМР 

1
Н и 

13
С. Дей-

ствительно, при переходе к комплексным соедине-
ниям отмечается существенное смещение сигна-
лов ЯМР 

1
Н NCH2-группы и ОСН2-группы в слабое 

поле, что соответствует экспериментальным дан-
ным. Следует отметить и предсказуемое поведе-

ние параметра , который для комплексов 1 имеет 
больший диапазон изменения. Интересной осо-
бенностью поведения значений КССВ 

1
J(C,H) яв-

ляется уменьшение среднего значения константы 

для NCH2-группы при переходе 1м1б1т, а для 
константы ОСН2-группы такая тенденция не обна-
руживается. Сравнивая значения КССВ для ком-
плексов цинка и кадмия, необходимо отметить, что 
они в случае комплексов (2м), (2б) и (2т) система-
тически меньше примерно на 2 Гц. Этот факт так-
же находится в соответствии с данными, получен-
ными в эксперименте. 

Основываясь на данных квантово-хими-
ческого расчета, можно утверждать, что измене-
ния, наблюдаемые в спектрах ЯМР комплексов 1 
и 2, действительно вызваны процессом комплек-
сообразования. Направления изменения ХС и 
значений КССВ хорошо воспроизводятся расче-
том на уровне B3LYP/qzvp. Учитывая небольшую 
разность энергий для состояний би- и трицикли-
ческих форм комплексов, можно с уверенностью 
утверждать о существовании равновесия этих 
структур в растворе. В зависимости от природы 
металла это равновесие смещается, и в случае 
ZnCl2ТЭА оно сдвинуто в сторону трицикличе-

ской формы, а в случае CdCl2ТЭА равнозначно 
заселены формы (2б) и (2т).  

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Методами спектроскопии ЯМР высокого раз-

решения и неэмпирическими квантово-химичес-
кими расчетами на уровне B3LYP/6-311G(d,p) и 
B3LYP/qzvp проведено исследование комплек-
сов ZnCl2ТЭА и CdCl2ТЭА. Полученный в про-
цессе выполнения данной работы теоретический 
и экспериментальный материал позволяет сде-
лать следующие выводы: 

1) для исследованных комплексов ТЭА ха-
рактерны внутримолекулярные обменные про-
цессы, приводящие к усреднению сигналов ЯМР 
от нескольких существующих в растворе форм;  

2) основными характеристическими спек-
тральными параметрами, ответственными за 
проявление комплексообразования, являются 
химические сдвиги сигналов от ядер углерода 
(
13

С) и значения прямой константы спин-
спинового взаимодействия для NCH2-группы, 
получаемые из спектров ЯМР 

13
С без развязки от 

протонов;  
3) установлено, что для соединения 

CdCl2ТЭА равновероятны би- и трициклические 
формы существования комплекса. В случае 
ZnCl2ТЭА более выгодной является трицикличе-
ская форма. Показано, что совместное исполь-
зование методов квантовой химии и спектроско-
пии ЯМР позволяет эффективно исследовать 
внутримолекулярные превращения комплексов 
на основе триэтаноламина.   
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Abstract: The aim of this work is the synthesis of new 10-hydroxydecahydroacridine-1,8-dione derivative, 
determination of the structure and to study the possibility of using this compound as an indicator of acid-base 
titration. Environmentally friendly synthesis of 10-hydroxy-3,3,6,6-tetramethyl-9-(4-hydroxy-3-methoxyphe-
nyl)-1,2,3,4,5,6,7,8,9,10-decahydroacridin-1,8-dion has been developed by one pot interaction of dimedone, 
hydroxylamine and 4-hydroxy-3-methoxybenzoic aldehyde in water-alcohol or water solution using citric acid 
or sodium dodecyl sulfate as catalysts, respectively. Purification of the synthesized compound was carried 
out by crystallization from ethanol. The obtained compound was characterised by 

1
H NMR ,

13
C NMR and 

UV-Vis spectroscopies. This substance in water-alcohol solution shows intense violet light absorption. Addi-
tion alkali induces red shift of absorption maximum to the blue region. UV irradiation of solution of this sub-
stance in alcohol induces two-band fluorescence in the visible region. One band disappears upon addition of 
a base in solution. The structure of the obtained compound was confirmed by high resolution mass-
spectrometry analysis. In the mass-spectrum of 10-hydroxy-3,3,6,6-tetramethyl-9-(4-hydroxy-3-methoxyphe-
nyl)-1,2,3,4,5,6,7,8,9,10-decahydroacridin-1,8-dion observed [M+1]

+
 ion peak. The base peak corresponds to 

tricyclic fragment due to the elimination aromatic cycle from molecular ion. This substance is colorless in 
acidic and neutral and pink in base solutions. The acid dissociation constant of this compound in a water-
alcohol solution was determined by the UV-Vis spectroscopic technique. It was shown that the obtained 
compound can be used as an indicator for the titration of strong acids and bases. 
 

Keywords: organic synthesis, 10-hydroxydecahydroacridinedione derivative, acid dissociation constant, in-
dicator for the acid-base titration, spectral methods 
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Синтез и использование 10-гидрокси-3,3,6,6-тетраметил-9-
(4-гидрокси-3-метоксифенил)-1,2,3,4,5,6,7,8,9,10-

декагидроакридин-1,8-диона в качестве индикатора  
кислотно-основного титрования 

 

А.Н. Пырко 
 

Международный государственный экологический институт им. А.Д. Сахарова 
Белорусского государственного университета, Минск, Беларусь 

 

Резюме: Целью данной работы являлся синтез нового производного 10-гидроксидекагидроакридин-
1,8-диона, определение структуры и изучение возможности использования этого соединения в каче-
стве индикатора кислотно-основного титрования. Синтез 10-гидрокси-3,3,6,6-тетраметил-9- 
(4-гидрокси-3-метоксифенил)-1,2,3,4,5,6,7,8,9,10-декагидроакридин-1,8-диона осуществлен с учетом 
принципов «зеленой химии» взаимодействием димедона, гидроксиламина и 4-гидрокси-3-метокси-
бензойного альдегида в экологически безопасном водно-спиртовом или водном растворе. В качестве 
катализатора использовалась лимонная кислота либо додецил сульфат натрия соответственно. 
Очистку синтезированного соединения осуществляли кристаллизацией из этанола. Полученное со-
единение характеризовали с помощью спектров 

1
Н ЯМР, 

13
С ЯМР, поглощения и флуоресценции в 

УФ-видимой области. В водно-спиртовом растворе гидроксидекагидроакридиндиона наблюдается 
поглощение фиолетового света, максимум полосы поглощения которого смещается в область го-
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лубого света при добавлении к раствору щелочи. При облучении этанольного раствора УФ-излу-
чением возникает двухполосная флуоресценция в видимой области. Одна полоса исчезает при до-
бавлении основания в раствор. Структура полученного соединения подтверждена масс-
спектрометрическим анализом высокого разрешения. В масс-спектре 10-гидрокси-3,3,6,6-тетра-
метил-9-(4-гидрокси-3-метоксифенил)-1,2,3,4,5,6,7,8,9,10-декагидроакридин-1,8-диона имеется пик 
иона [M+1]

+
. Пик основного иона соответствует трициклическому фрагменту элиминирования аро-

матического цикла молекулярного иона. Это вещество бесцветно в кислых и нейтральных раство-
рах, а в основных имеет розовый цвет. Кислотную константу диссоциации этого соединения в вод-
но-спиртовом растворе определяли спектрофотометрическим методом в УФ-видимой области. 
Показано, что полученное соединение может быть использовано в качестве индикатора титрова-
ния сильных кислот и оснований.   
 

Ключевые слова: органический синтез, производное 10-гидроксидекагидрoакридиндиона,  
константа диссоциации кислоты, индикатор кислотно-основного титрования, спектральные 
методы 
 

Для цитирования: Пырко А.Н. Синтез и использование 10-гидрокси-3,3,6,6-тетраметил-9-(4-гидро-
кси-3-метоксифенил)-1,2,3,4,5,6,7,8,9,10-декагидроакридин-1,8-диона в качестве индикатора кислот-
но-основного титрования. Известия вузов. Прикладная химия и биотехнология. 2020. Т. 10. N 4. 
С. 556–563. https://doi.org/10.21285/2227-2925-2020-10-4-556-563 

 
INTRODUCTION 
Heterocyclic compounds that include the 1,4-di-

hydropyridine fragment in their structure are of great 
interest to medical chemists [1–3] due to their wide 
range of biological effects. Compounds of this type 
have antihypertensive, anticonvulsant, antioxidant 
antibacterial, antiviral, antiviral, spasmolytic, contra-
ceptive activity, without showing a mutagenic effect 
[4–6]. 

Decahydroacridinediones contain a 1,4-dihydro-
pyridine ring as structural fragment and are available 
via various versions of Hantzsch synthesis [7–11]. 
These compounds exhibit a broad spectrum of bio-
logical activity [12–15]. Decahydroacridines with pes-
ticidal activities have been detected [16]. The dyes of 
the decahydroacridine series have been intensively 
studied due to the application of them, in particular, 
as laser dyes and fluorescent markers [17]. 

Earlier, we described the method synthesis  
of 10-hydroxy-1,2,3,4,5,6,7,8,9,10-decahydryacridi-
ne-1,8-diones [18]. These substances are colorless 
in acidic and neutral and pink in base solutions. That 
is why they can be suitable acid-base titration indi-
cators. 

Here in we wish to report our results on sy-
nthsis of 10-hydroxy-3,3,6,6-tetramethyl-9-(4-hy-
droxy-3-methoxyphenyl)-1,2,3,4,5,6,7,8,9,10-deca-
hydroacridin-1,8-dion 1 and the possibility of using 
this compound as indicator of acid-base titration. 

 
MATERIALS AND METHODS 
In our article [18] the method synthesis of 10-

hydroxy-1,2,3,4,5,6,7,8,9,10-decahydroacridin-1,8-dion 
derivatives by three-component heterocyclization of 
dimedone, hydroxylamine with aldehydes in dry pyr-
idine was described. The reaction of cyclization pro-
ceeds as a result of heating of equimolar quantities 
of dimedone and hydroxylamine hydrochloride in a 
solution of dry pyridine with addition of aromatic al-
dehyde, but pyridine is a toxic and foul-smelling 

substance, therefore, guided by the principles of 
"green chemistry" [19], we have excluded its use in 
the synthesis of decahydroacridinedone. The sub-
stance investigated was obtained by the interaction 
of dimedone 2, 4-hydroxy-3-methoxybenzoic alde-
hyde 4 (vanillin), hydroxyl-amine hydrochloride 3 
and sodium acetate in a aqua-alcohol (1:1, 1:2 vol-
ume units) or in an aqueous solution. In the first 
procedure, citric acid was used as a catalyst, and in 
the second, sodium dodecyl sulfate, respectively. 
10-Hydroxy-3,3,6,6-tetramethyl-9-(4-hydroxy-3-me-
thoxyphenyl)-1,2,3, 
4,5,6,7,8,9,10-decahydroacridin-1,8-dion 1 was ob-
tained with a good yield (83 and 92%, respectively). 

This substance is colorless in acidic and neutral 
and pink in base solutions. That is why it can be suita-
ble acid-base titration indicator. In water-alcohol solu-
tion hydroxydecahydroacridinedione 1 shows intense 
absorption with band maximum at 401.5 nm. Addition 
alkali induces red shift of absorption maximum to 
502.5 nm. It is obvious that observed changes in the 
electronic absorption spectrum result from formation 
of anion (II) in alkaline solution (Fig. 2). Both absorp-
tion bands are wide and correspond to intramolecu-
lar charge transfer between donor and acceptor 
groups in the molecule. The presence of a negative 
charge in the donor part of the molecule (NO

-
) in-

creases the energy of the highest occupied molecu-
lar orbital (HOMO), which is responsible for red shift 
of charge-transfer band. Electron acceptors are two 
carbonyl groups.  

By measuring the change in the optical density 
of absorption, proportional to the concentration of 
the painted form (II) depending on the pH-value of 
water or water-alcohol solutions of several hydroxy-
decahydroacridinediones (I), we calculated the va-
lues of acid dissociation constant (КInd) of this com-
pound, which allows you to set the color changing 
pH range of the indicator. It is determined by the 
value of the constants: ΔрНInd = рКInd ±1.  

https://doi.org/10.21285/2227-2925-2020-10-4-556-563
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Fig. 1. Scheme of synthesis of 10-hydroxy-3,3,6,6-tetramethyl-9-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,2,3,4,5,6,7,8,9,10-
decahydroacridin-1,8-dion 

 

Рис. 1. Схема синтеза 10-гидрокси-3,3,6,6-тетраметил-9-(4-гидрокси-3-метоксифенил)-1,2,3,4,5,6,7,8,9,10-
декагидроакридин-1,8-диона 

 

 
 

Fig. 2. Scheme of dissociation of 10-hydroxy-3,3,6,6-tetramethyl-9-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,2,3,4,5,6,7,8,9,10-
decahydroacridin-1,8-dion 

 

Рис. 2. Схема диссоциации 10-гидрокси-3,3,6,6-тетраметил-9-(4-гидрокси-3-метоксифенил)-1,2,3,4,5,6,7,8,9,10-
декагидроакридин-1,8-диона 

 
The reversible dissociation process I ↔ II + H

+
 is 

characterized by dissociation constant: 
 

diss.

[ H ][ II ]
К

[ I ]



                         (1) 

 

Where: [H
+
], [I] and [II] are molar concentrations 

of proton, acid and its conjugate base (salt), respec-
tively. To use this formula, it is necessary to deter-
mine the concentrations of all three components. 
Proton concentration was determined with a pH me-
ter, a concentration of the base form - using spec-
trophotometric measurements. The mathematical 
expression for calculating the constants obtained as 
follows. 

Denote the total concentration of both forms of 
C0. The concentration of the main (colored) form 
denoted C, then the concentration of the acid form is 
C0 – C expression for the dissociation constant is: 

 

diss.

0

[ H ] C
К

C C

 



                         (2) 

 

Bouguer – Lambert – Beer law [20] relates the 
molar concentration of the substance with the opti-
cal density of the maximum absorption of the solute 
(form): 

 

Dmax. = CM • l • ε or max.D
MC





             (3) 

 
where Dmax. – the optical density of the absorption 
maximum; CM – its molar concentration; l – cell 
width, cm; ε – molar extinction. 

Using the expression of the optical density con-
centration, denoting C0 · l · ε = D0 in the equation for 
the equilibrium constants have: 

 

max.
diss.

0 max.

[Н ] D
К

D D

 



 or, diss. 0 max. max.К (D D ) [Н ] D    

 
If during the measurement the solution volume 

and the temperature does not change, then a num-
ber of successive measurements of pH values and 
corresponding densities longwave absorption maxi-
mum core mold (II) left side of the equation remains 
constant. Then, for two consecutive measurements 
(1 and 2) can be written: 

 

diss. 0 дисс. 1 1 1

diss. 2 2 2

К D К D [Н ] D

К D [Н ] D ,
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then 
 

2 12 1

1 2

diss.

H D H D
К

D D

         



            (5) 

 

In the resulting expression is absent D0, which 
means there is no need to prepare a certain concen-
tration of solution of the substance (C0) and using 
the resulting expression eliminates the need to 
weigh the samples and measuring the volume of the 
solution, and thus eliminates the associated meas-
urement errors. Obviously, the accuracy of deter-
mining the dissociation constant depends on the 
range of measurement. At high pH, the concentra-
tion of the acid form is insignificant and low-basic. In 
the first case, the denominator in the expression for 
the dissociation constant tends to zero in the second 
– the numerator. Comparable amounts of both 
forms are solutions in which the pH is close to pKdiss. 
(at pH = pK concentrations of both forms of the 
same, that is, C = 0,5C0). 

 
EXPERIMENTAL 
Dimedone, hydroxylamine hydrochloride, 4-hy-

droxy-3-methoxybenzoic aldehyde, sodium acetate 
and citric acid were acquired from Sigma-Aldrich 
and used without further purification. The UV-Vis 
absorption spectra were recorded on a UV-2501 PC 
spectrophotometer. Fluorescence spectra were 
measured on RF-5301 PC (“Shimadzu”, Japan) 
spectrofluorometer. The 

1
Н and 

13
С NMR spectra of 

compound were examined on a Bruker Avance 500 
spectrometer at 500 and 125 MHz, respectively; 
tetramethylsilane was used as internal reference. 
Chromatographic-mass spectrometric analysis was 
carried out on liquid hybrid chromatography mass 
spectrometer LTQ Orbitrap Discovery (Thermo Elec-
tron Corporation, USA), which includes a linear 
Quadruple trap LTQ XL and the orbital trap of high 
permission. Ionization of the sample was carried out 
electrospray with using the source H-ESI II Ion Max. 
Calibration of linear and orbital traps LTQ Orbitrap 
Discovery was carried out using a standard solution, 
containing caffeine (m/z 195), L-methionyl-arginyol-
phenylalanine acetate (MRFA, m/z 524) and Ultra-
mark 1621 (micsture of fluorinated phosphazines). 
As an internal calibrant during the removal of mass 
spectra indapamide was used (m/z 66.0674). 

The progress of reaction and the purity of prod-
uct was monitored by TLC on Silufol UV-254 plates 
using EtOAc–hexane (1:1) as eluent; spots were 
visualized under UV radiation or by treatment with 
iodine vapor, followed by calcination at 250–350 ºС. 
The melting point was determined on a Boetius hot 
stage. 

Procedures for synthesis of 10-hydroxy-3,3,6,6-
tetramethyl-9-(4-hydroxy-3-phenyl)-1,2,3,4,5,6,7,8, 
9,10-decahydroacridin-1,8-dion (1).  

1. A mixture of 2.8 g (20 mmol) of 5,5-di-
methylcyclohexane-1,3-dione (dimedone), 1.52 g 

(10 mmol) of 4-hydroxy-3-methoxybenzoic aldehyde 
(vanillin) and 0.2 g of citric acid was stirred for one 
hour at room temperature in 50 ml of ethanol. Then 
0.695 g (10 mmol) of hydroxylamine hydrochloride, 
0.82 g (10 mmol) sodum acetate and 50 ml water 
were added thereto and stirred for another two hours. 
It was then diluted with 50 ml of water, and left to 
stand for 24 h. The precipitate was filtered off, 
washed with water (150 ml), and dried in air. Yield 
3.41 g (83%), mp 184–186 ºС. UV spectrum, EtOH, 
nm (log ε): 257 (4.13); 401.5 (3.77), 

1
Н NMR spec-

trum (DMSO-d6), δ, ppm: 0.91 s (6Н, 2Mе), 0.99 s 
(6Н, 2Mе), 2.27 s (4Н, 2СН2), 2.51 s (4Н, 2СН2), 
3.60 s (3H, OMe), 5.75 s (1Н, 9-Н), 6.30–6.60 m 
(3Harom). 

13
C NMR spectrum (DMSO-d6), δC, ppm: 

28.39 (4Me), 30.49 (C4,C5), 31.13 (C9), 32.01 (C3, 
C6), 47.07 (OMe), 55.84 (C2, C7), 111.17 (C8a, 
C9a), 111.36 (Сarom), 111.48 (Сarom), 115.42 (Сarom), 
119.12 (Сarom), 132.43 (Carom), 144.36 (Сarom), 147.92 
(C4a, 10a), 189.03 (C1, C8). Found, %: C – 69.92; H 
– 7.13; N – 3.31. C24H29NO5. Calculated, %: С – 
70.05; Н – 7.10; N – 3.40. 

2. A mixture of 1.4 g (10 mmol) of dimedon, 0.34 g 
of hydroxylamine hydrochloride (NH2OH · HCl), 0.42 g 
(5 mmol) of sodium acetate (NaOAc) in the presence 
of 0.2 g of sodium dodecyl sulfate (C12H25OSO3Na) as 
a catalyst was stirred in aqueous solution (20 ml H2O) 
for 45 min. Then 0.76 g (5 mmol) of 4-hydroxy-3-
methoxybenzaldehyde (vanillin) was added and stirred 
for 6 h at room temperature. For a deeper precipita-
tion, potassium sulfate (K2SO4) was added to the 
aqueous solution. The precipitated green crystals were 
washed with 50 ml of water and dried in air. Crystal-
lized from ethanol. The yield was 1.90 g (92%). 

Procedure for determining the dissociation con-
stant. The total solution volume was 100 ml, wherein 
50 ml buffer and 50 ml of ethanol. Buffer was Triss – 
1.21 g per 100 ml. Needless active substance is 
5 mg. A pH meter for measuring the pH of the solu-
tion was adjusted to 6.86 by adding hydrochloric 
acid. Then poured into a cuvette 2 ml of the solution 
and the absorption spectrum was recorded on a 
spectrophotometer UV-2501 PC. Then, the pH was 
increased with concentrated KOH to pH 7.24, 7.61, 
7.97, 8.41, 8.98, 9.73, 10.34, 10.79, 11.02 respec-
tively, and re-measured with a spectrophotometer. 
Registration density maximum absorption was car-
ried out at 502.5 nm. The pH measurements were 
taken at 20 ºC using an HI 221 pH meter. The error 
of the ten definitions of the dissociation constant K 
for solutions of compound 1a was calculated as the 
root mean square error of the arithmetic mean 
(standard deviation) taking into account the Student 
coefficient of 2.26 for ten determinations for the con-
fidence probability P = 0.95. 

 
RESULTS AND DISCUSSION 
The structure of the obtained compound is con-

firmed by the data of the 
1
H and 

13
C NMR, UV spec-

tra, elemental and mass spectrometric analysis. The 
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1
H and

 13
C NMR spectra correspond to structure 

with symmetry plane passing through the C
9
 and N

10
 

atoms [18]. Thus, in the 
1
H NMR spectrum of com-

pound four methyl groups in positions 3, 6 and four 
methylene groups in 2, 4, 5, 7 positions appear as 
two singlets (0.91;0.99 and 2.27; 2.51 ppm respec-
tively). The

 13
C NMR spectrum exhibited 15 signals 

of 24 carbon atoms, because the signals of equiva-
lent atoms coincide. 

The structure of compound 1 was confirmed by 
high resolution mass-spectrometry data (Table 1).  
In the spectrum observed [M+1]

+
 (412 m/z), ion 

peak. The base peak (288 m/z) corresponds to tri-
cyclic fragment due to cleavages (C

9
–C

1
arom) bond 

and the elimination aromatic cycle from molecular 
ion. Such type fragmentation was observed for other 
9-aryldecahydroacridine-1,8-dione derivatives [21].  

Results of measurements and calculations are 
given in the table 2. The resulting value pKdiss. con-
version process I ↔ II is 7.425±0.016. The value of 
the dissociation constant indicates the possibility of 

using this compound as an indicator for the titration 
of strong acids and bases. In this case, it is a better 
indicator than phenolphthalein and methyl orange, 
since its pK is close to the pH equivalence point 
(neutral medium pH = 7.0). 

Irradiation of solution of this substance in alco-
hol (λmax. 370 nm) induces fluorescence at λmax. 468 
and λmax. 680 nm. First band disappears upon addi-
tion of a base in solution. Irradiation of basic solution 
(λmax. 500 nm) induces fluorescence at λmax. 680 nm 
(Fig. 3). The presence of two bands in the fluores-
cence spectrum of hydroacridinedion (I) in a neutral 
medium can be explained by its dissociation in an 
excited state and its transformation into an anion (II) 
(see Fig. 2). The long-wavelength band at 680 nm 
corresponds to the emission of an excited anionic 
form II. Since obtained hydroacridindion shows two 
emission bands in the visible region of fluorescent 
spectrum with large Stokes shift, it is of interest as 
fluorescent marker for studying biological molecules 
and supra-molecular structures. 

 
Table 1. Data of mass-spectrometric measurement for compound 1 
Таблица 1. Данные масс-спектрометрических измерений соединения 1 
 

Calculated, m/z Observed, m/z 
Simulated empirical 

and structural ion formula 
Mass measurement error 

(∆ppm) 

412.21185 412.21072 

C24H30NO5 

 

-2,740 

288.15942 288.15822 

C17H22NO3 

 

 

-4.165 

 
 

Table 2. The results deteming of acid dissociation constant of decahydroacridine solution 
Таблица 2. Результаты определения константы диссоциации раствора декагидроакридиндиона  
 

Number 
measuring 

рН [H
+
]/10

-10
,
 
mol/l

 
D ⃰ Кm,n ⃰Кm,n·10

-8
 ⃰pKm,n 

Кaverage ± ∆К, 
рКaverage ± ∆рК 

1 6.86 1380.384 0.153 К1/2 3.791 7.421 Кaverage ± ∆К 

2 7.24 575.440 0.282 К1/3 3.806 7.420 
(3.758±0.024)∙10

-8
 

3 7.61 245.471 0.432 К1/4 3.761 7.425 

4 7.97 107.152 0.556 К1/5 3.758 7.425 
рКaverage ± ∆рК 

5 8.41 38.904 0.648 К2/3 3.753 7.426 

6 8.98 10.471 0.696 К2/4 3.748 7.426 
7.424±0.016 

7 9.73 1.862 0.711 К2/5 3.746 7.426 

8 10.34 0.457 0.714 К3/4 3.742 7.427 
∆рНInd = рКInd ± 1 

9 10.79 0.162 0.715 К3/5 3.741 7.427 

10 11.02 0.095 0.715 К4/5 3.739 7.427 6.424–8.424 

⃰ Кm,n and ⃰ рКm,n are Kdiss.and pKdiss. calculated using the formula (5) based on measurement of pH, D numbers m and n. 

 



Pyrko A.N. Synthesis and using … 
Пырко А.Н. Синтез и использование … 

 

 

 
CHEMICAL SCIENCES / ХИМИЧЕСКИЕ НАУКИ  

 
561 

  
 

 

 

Fig. 3. Fluorescence (1, 2) and excitation of fluorescence 
(3, 4) spectra of hydroacridindion (I) and anion (II) 

in ethanol (1, 3) and etanol-alkali (2,4) solution 
 

Рис. 3. Спектры флуоресценции (1,2) и возбуждения 
флуоресценции (3, 4) гидроакридиндиона (I) аниона (II) 
в этаноле (1, 3) и в щелочно-этанольном (2, 4) растворе 

 

 

CONCLUSIONS 
1. In accordance with the principles of  

green chemistry 10-hydroxy-3,3,6,6-tetramethyl-9-
(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,2,3,4,5,6,7,8,9,10-
decahydroacridin-1,8-dion has been synthesized 
by two environmentally benign methods using non-
toxic reagents, solvents and catalysts. 

2. The structure of obtained compound has 
been confirmed by the data of the 

1
H and 

13
C NMR, 

UV spectra, elemental and mass spectrometric 
analysis. 

3. The acid dissociation constant of the resulting 
compound in hydroalcoholic solution was deter-
mined by the UV-Vis spectroscopic technique. 

4. It has been shown that this compound can be 
used as an indicator for the titration of strong acids 
and bases. 

5. Fluorescence spectra have been studied and 
it has been shown that this compound is of great 
interest as a fluorescent marker. 
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Резюме: Рассмотрены комплексно-хелатный и комплексно-координационный механизмы сорбции 
серосодержащими сорбентами по отношению к ионам тяжелых металлов, которые обладают 
сродством с атомами серы. Показаны преимущества и недостатки серосодержащих сорбентов, 
полученных модификацией природных материалов. В среде Statgraphics Plus выполнен анализ при-
менимости классических линеаризованных уравнений Фрейндлиха и Ленгмюра для описания изо-
терм адсорбции ионов цинка, меди и никеля из водных растворов цеолитом Холинского место-
рождения модифицированным серосодержащим полимером. Показано, что изотермы сорбции Zn

2+
 

исследованным сорбентом довольно точно описываются классическим уравнением Фрейндлиха 
при температуре водного раствора от 20 до 40 ºС, а изотермы Ni

2+
 – T = 20 ºС. Использование 

уравнения Фрейндлиха для описания изотерм сорбции Cu
2+

 нецелесообразно ввиду его невысокой 
точности. Наиболее применимы для названных целей регрессионные модели аппроксимации экс-
периментальных данных или линеаризованное уравнение Ленгмюра. Показано, что уравнение 
Ленгмюра при температурах водного раствора 20, 40 и 60 ºС описывает соответственно 99,35; 
98,41 и 92,12% экспериментальных величин сорбции Cu

2+
. Отмечено, что с увеличением темпера-

туры модельного раствора константа равновесия и равновесная адсорбционная емкость возрас-
тают, а точность описания изотерм убывает. Изотермы сорбции Zn

2+
, Ni

2+ 
не подчиняются урав-

нению Ленгмюра, что можно объяснить с привлечением теории «жестких» и «мягких» кислот и 
оснований Пирсона, согласно которой ионы Zn

2+
 и Ni

2+
 относятся к кислотам промежуточной 

жесткости, а ион Cu
2+

 – к «мягким» кислотам, которые образуют наиболее прочные соединения с 
мягкими основаниями (атомами серы полимера). Ионы Zn

2+ 
и Ni

2+
 связываются не только с атома-

ми серы, но и с атомами кислорода (жесткое основание) цеолитной матрицы и могут переме-
щаться по поверхности сорбента «в поиске более удобных для координации мест». Таким обра-
зом, для ионов Zn

2+ 
и Ni

2+
 нарушается один из принципов теории Ленгмюра – локализация сорбата 

на поверхности сорбента. Видимо, по этой причине уравнение Ленгмюра для них «не работает». 
 

Ключевые слова: цинк, медь, никель, модифицированный цеолит Холинскго месторождения, се-
росодержащий полимер, механизм сорбции, уравнение Фрейндлиха, уравнение Ленгмюра 
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Abstract: This paper considers complex-chelating and complex-coordinating mechanisms of sorption of 
heavy metal ions, which have an affinity for sulphur atoms, by sulphur-containing sorbents. The advantages 
and disadvantages of sulphur-containing sorbents obtained by modification of natural materials are shown. 
The STATGRAPHICS Plus environment was used to analyse the applicability of classical linearized Freun-
dlich and Langmuir equations for describing the adsorption isotherms of zinc, copper and nickel ions from 
aqueous solutions by the Kholinsky zeolite modified with a sulphur-containing polymer. It is shown that the 
classical Freundlich equation accurately describes the sorption isotherms of Zn

2+
 and Ni

2+
 by the sorbent 

under study at the aqueous solution temperatures of 20–40 ºС and 20 ºС, respectively. The use of the 
Freundlich equation to describe the sorption isotherms of Cu

2+
 is impractical due to its low accuracy. For this 

purpose, regression models for approximating experimental data or a linearized Langmuir equation are more 
suitable. It is shown that the Langmuir equation describes 99.35, 98.41 and 92.12% of the experimental va-
lues of Cu

2+
 sorption at the aqueous solution temperatures of 20, 40 and 60 ºС, respectively. It was estab-

lished that an increase in the temperature of the model solution leads to an increase in the equilibrium con-
stant and equilibrium adsorption capacity, at the same time as decreasing the accuracy of isotherm descrip-
tion. The sorption isotherms of Zn

2+
 and Ni

2+ 
do not obey the Langmuir equation, which can be explained by 

the Pearson acid-base concept (HSAB). According to this concept, Zn
2+

 and Ni
2+

 ions are acids of intermedi-
ate hardness, while Cu

2+
 ions refer to ‘soft’ acids capable of forming the strongest compounds with ‘soft’ ba-

ses (polymer sulphur atoms). Zn
2+ 

and Ni
2+

 ions bind not only to sulphur atoms, but also to oxygen atoms 
(‘hard’ base) of the zeolite matrix, thus moving along the sorbent surface in search of sites more convenient 
for coordination. Therefore, for Zn

2+ 
and Ni

2+
 ions, one of the basic principles of the Langmuir theory is viola-

ted, i.e. localization of the sorbate on the sorbent surface. Apparently, it is for this reason that the Langmuir 
equation is not applicable for describing the Zn

2+ 
and Ni

2+
 sorption. 

 

Keywords: zinc, copper, nickel, modified zeolite of the Kholinsky deposit, sulphur-containing polymer, sorp-
tion mechanism, Freundlich equation, Langmuir equation 
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ВВЕДЕНИЕ 
Адсорбционные процессы играют важную 

роль при решении экологических задач. Особен-
но они актуальны при извлечении ионов тяжелых 
металлов (ИТМ) из сточных вод, так как позво-
ляют снизить их остаточное содержание до тре-
бований нормативов. 

Согласно общим положениям современной 
токсикологии [1], ИТМ относятся к тиоловым 
ядам, поскольку их токсическое действие осно-
вано на блокировании серосодержащих групп, 
входящих в состав белковых молекул. На прин-
ципе сродства ИТМ с атомами серы органиче-
ских молекул базируется создание экстрагентов, 
которые используются в процессах выделения 
металлов из технологических растворов

1
 [2].  

Еще в середине прошлого века для поглоще-
ния ИТМ были получены полимерные материа-
лы, содержащие группы –SH и –S–, которые об-
разуют с ИТМ хелатные комплексы [3–5] (рис. 1). 

Сорбция с использованием полимерных хе-
латообразующих сорбентов протекает по хелат-
ному (комплексному) механизму. Однако такие 
сорбенты являются довольно дорогостоящими и 
используются лишь в аналитической химии [4, 5]. 

S

SH

полимер + Me2+
Me

S S

S S

+ 2H+

хелатный комплекс  
 

Рис. 1. Комплексно-хелатный механизм сорбции ионов 
тяжелых металлов 
 

Fig. 1. Complex chelating mechanism of sorption of heavy 
metal ions 

 
Дальнейшими исследованиями было показа-

но, что и серосодержащие сорбенты, в которых 
отсутствует меркапто-группа (–SH), также спо-
собны к комплексообразованию с ИТМ. Сорбция 
ИТМ в этих случаях также происходит с образо-
ванием комплексов, но все связи в них имеют 
координационную природу [6], поэтому такой ме-
ханизм получил название «комплексно-коорди-
национный» механизм (рис. 2). 

Теория адсорбции разработана, в основном, 
для систем «газ – твердое» [7]. А адсорбция в 
системе «жидкость – твердое» является одним 
из  наиболее  сложных,  с  математической точки  

 
   

1
Родионов А.И., Клушин В.Н., Систер В.Г. Технологические процессы экологической безопасности 

основы энвайронменталистики): учебник для студентов технических и технологических специаль-
ностей; 3-е изд., перераб. и доп. Калуга: Изд-во Н. Бочкаревой, 2000. 800 с. 
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Рис. 2. Комплексно-координационный механизм сорбции 
 

Fig. 2. Complex coordination mechanism of sorption 

 
зрения, процессов химической технологии. Осо-
бенно трудно теоретически описать процесс из-
влечения ИТМ из сточных вод твердыми адсор-
бентами, которые функционируют по комплекс-
но-координационному механизму сорбции. 

Методы получения полисульфидных поли-
меров весьма разнообразны [8]. Однако боль-
шинство полисульфидных полимеров представ-
ляет собой каучукоподобные вещества, которые 
не могут быть использованы в качестве сорбен-
тов и применяются главным образом в качестве 
герметиков [9]. 

Перспективным оказалось получение сор-
бентов путем нанесения сетки серосодержащего 
полимера на твердую поверхность диспергиро-
ванных частиц. В качестве центров поликонден-
сации были использованы частицы золошлако-
вого материала [10] или раздробленного кокса 
[11, 12].  

Полисульфидный полимер в перечисленных 
и других подобных случаях получен путем ис-
пользования элементной серы (отхода нефтехи-
мических производств и некоторых отраслей ме-
таллургии), которую растворяли в системе «гид-
разингидрат – щелочь»:  

 

2 2 2

2 n 2 2

nS NH NH H O 4KOH

2K S N H O.

   

  

2

5
 

 
При получении полисульфидных герметиков 

серу растворяют просто в щелочи [9]: 
 

2 n 2 3 2(2n 1)S 6KOH 2K S К SO 3H O.      

 
Однако в этом случае часть серы переходит в 

состояние 
2-

3SO .  Присутствие этих анионов увели-
чивает засолённость сточных вод при синтезе по-
лимеров. 

Авторы работ [10–12] получали полисульфид-

ный полимер, покрывающий твердые частицы, по-

ликонденсацией анионов 
2-

nSО , адсорбированных 

на поверхности частиц твердой фазы, с отходами 

хлорорганических производств, в частности, про-

изводства эпихлоргидрина (важного мономера для 

получения эпоксидных смол). Главный компонент 

отхода – 1,2,3-трихлорпропан (рис. 3). 

CH2
CH2

Cl Cl Cl

+ Sn2-
CH CH2

CH2CH

Sn- Sn-

Sn-

 
 

Рис. 3. Схема получения полисульфидного полимера 
 

Fig. 3. Scheme of a polysulfide polymer preparation 

 

Полученный из золошлакового материала  

сорбент обладает хорошими технологическими 

характеристиками: низкое гидравлическое сопро-

тивление, отсутствие слёживаемости, невысокая 

стоимость (поскольку получен из отходов произ-

водства). Однако такой сорбент имеет недостаточ-

но хорошую сорбционную активность: для 
2-

nZn  – 

32 мг/г; для 
2-

nCu  – 25 мг/г [10]. Кроме того, некото-

рые примеси токсичных металлов, присутствую-

щие в золе и шлаке (например, соединения вана-

дия), могут переходить в сточные воды. 

Для сорбентов, полученных с использованием 

нефтекокса, сорбционная активность составляет: 

для 
2-

nZn  – до 72 мг/г; для 
2-

nCu  – до 50 мг/г 

[11, 12]. Полученные сорбенты показали высокое 

значение теплоты сорбции (до 623 кДж/моль для 

ионов 
2-

nCu ), что, по мнению авторов работы [12], 

служит дополнительным доказательством ком-

плексно-координационного механизма сорбции. 
Авторами работ [13, 14] серосодержащий 

сорбент получен также с использованием твер-
дого отхода лесохимии – лигнина. Сорбент пока-
зал высокие адсорбционные характеристики, 
однако имел высокую дисперсность, которая 
придает ему при использовании большое гид-
равлическое сопротивление. 

Таким образом, нанесение серосодержащего 
полимера на твердые частицы исследуется до-
статочно интенсивно. Но до настоящих исследо-
ваний цеолиты в качестве центров поликонден-
сации при нанесении на их поверхность поли-
сульфидных полимеров не использовались, хотя 
примеры их модификации другими полимерами, 
не содержащими серу (полиэтиленгликоль, 
себацинат, хитозан, полигексаметиленгуанидин), 
в технической литературе есть. Поскольку эта 
модификация направлена не на увеличение ад-
сорбции ИТМ, в данном исследовании она не 
рассматривалась. 

Возможной причиной отсутствия данных по 

модификации цеолита серосодержащим полиме-

ром является невозможность сорбции анионов  

(в нашем случае 
2-

nS ) цеолитами [15]. Поэтому в 

дальнейшем для такой модификации цеолита 

нами был использован специальный прием, за-

ключающийся в замене щелочи (NaOH или КОН) 

на органическое основание – моноэтаноламин, 

который также используется для генерирования из 

серы анионов 
2-

nS  [16]. 
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Цель настоящего исследования – моделиро-
вание процесса адсорбции в системе «твердое – 
жидкость», анализ применимости уравнений 
Фрейндлиха и Ленгмюра для описания изотерм 
адсорбции ионов цинка, меди и никеля из вод-
ных растворов цеолитом Холинского месторож-
дения, модифицированным серосодержащим 
полимером. 

 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Новый сорбент получен модификацией цеоли-

та клиноптилолитового типа Холинского место-
рождения серосодержащим полимером [17, 18]. 

Следует учитывать, что цеолиты, в отличие 
от нефтекокса, обладают высокой теплотой гид-
ратации – 2650 кДж/кг [15, 19], поэтому при их 
использовании теплота адсорбции может быть 
невысокой, что и было обнаружено эксперимен-
тально (поэтому в дальнейшем этот вопрос не 
обсуждается). 

Экспериментальное исследование сорбции 
ИТМ выполняли по следующей методике. Шей-
кером S-3.02.08.М встряхивали 3 ч навеску мо-
дифицированного цеолита массой 0,2 г с соле-
вым раствором исследуемого металла объемом 
20 мл. Концентрация оставшихся ИТМ опреде-
лялась дитизоновым методом с помощью анали-
затора жидкости Флюорат-02 [20]. Величину Сk 
ионов Cu определяли фотометрическим мето-
дом на фотоколориметре КФК-3-30МЗ. Для сня-
тия изотерм сорбции в статических условиях ис-
пользовали метод постоянных навесок сорбента 
с разными С0 ИТМ. 

Значение величины сорбции А, мг/г, оцени-
валось по изменению содержания ИТМ в биди-
стилированном водном растворе:  

 

  0 kA V C -C / m,  
 

где С0 и Сk – начальная и конечная концентрации 
ионов металлов в растворе соответственно, 
мг/л.  

Выполнен большой объем эксперименталь-
ных исследований. Для рассматриваемых ИТМ 
установили оптимальные значения всех влияю-
щих на сорбцию параметров (рН, С0, температу-
ра раствора, время сорбции), которые обеспечи-
вают наибольшие значения сорбционной емко-
сти разработанного сорбента [17, 18, 21–23].  

Для всех ИТМ использовался водный рас-
твор с рН = 3, получаемый при разведении биди-
стиллированной водой модельных государ-
ственных стандартных образцов исследуемых 
солей до нужной концентрации. Проводили не 
менее трех экспериментов для каждого значения 
С0. При  отклонении результатов эксперимента 
более чем на 10% осуществлялись дополни-
тельные опыты. Точки, представленные на гра-
фиках, – среднеарифметическое значение экс-
периментальных данных. 

 

Параметры линеаризованных уравнений 
Фрейндлиха и Легмюра находили в пакете 
Statgraphics Plus. Достоверность моделей оце-
нивали по величине коэффициента детермина-
ции R

2
, который определял процент эксперимен-

тальных данных, соответствующих выбранному 
теоретическому уравнению. 

 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Линеаризованное уравнение Фрейндлиха, 

описывающее изотерму адсорбции, записывает-
ся в виде равенства [7]: 

.Clg
n

KlgAlg 0

1
                        (1) 

Значения параметров уравнения (1) находи-
ли с использованием пакета Statgraphics Plus. 
Была получена линейная регрессия, описываю-
щая изотерму сорбции Cu

2+
 (рис. 4). Коэффици-

ент R
2
, %, указан в табл. 1.  

0
14909590 Clg,,Alg                  (2) 

.,n,
n

,K,Klg , 09391490
1

;0939109590 9590 

 

 
Рис. 4. Аппроксимации экспериментальной изотермы 
адсорбции Сu(II) линеаризованным уравнением  
Фрейндлиха (2) 
 
Fig. 4. Approximations of the experimental adsorption  
isotherm of Cu (II) by the linearized  
Freundlich equation (2) 

 
О достоверности регрессии можно также су-

дить по рис. 5, на котором приведено сравнение 
экспериментальных значение lgАэ, мкг/г, со зна-
чениями lgАр, вычисленными по модели (2). 

 

 
 
Рис. 5. Сопоставление вычисленных значений lgAр  
по модели (2) c lgAэ 

 
Fig. 5. Comparison of the calculated values of lgAр  
according to model (2) with lgAe 
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Таблица 1. Значение параметров уравнения Фрейндлиха 
Table 1. Freundlich equation parameter values 
 

Катион 

Температура, T, ºС 

20 40 60 

k n R
2
,% k n R

2
,% k n R

2
,% 

Zn
2+

 
Ni

2+
 

Cu
2+

 

101,531 
22,767 
9,093 

1,038 
0,706 
6,702 

93,20 
92,76 
88,14 

101,368 
67,019 
18,271 

1,038 
0,832 
2,892 

93,20 
81,23 
71,37 

114,196 
100,302 
20,873 

1,117 
0,947 
2,484 

89,31 
77,56 
65,78 

 
Линеаризованное уравнение Ленгмюра пред-

ставлено в координатах С0/А, С0 [7]: 
 

0

равнравн

0

К

1

К

1
C

АА

С







.                  (3) 

 
Уравнение (3) аппроксимировано линейной 

регрессией:  
 

0

0 15100010 C,,
А

С
                        (4) 

 

равн

равн

равн равн

1
0,151 К 150,6;

К

1 1
0,001 6,640.

К 0,001 К
А

А




  

   
 

 

 
График регрессии (4) представлен на рис. 6. 

Коэффициент R
2
 регрессии (4) указан в табл. 2. 

 

 
 
Рис. 6. Аппроксимация экспериментальной  
изотермы адсорбции Сu(II) линеаризованным  
уравнением Ленгмюра (4) 
 
Fig. 6. Approximation of the experimental adsorption  
isotherm of Cu (II) by the linearized  
Langmuir equation (4) 

 
О достоверности регрессии можно также су-

дить по рис. 7, на котором представлено сравне-
ние экспериментальных значений С0/Аэ с вычис-
ленными по модели (4) значениями С0/Ар. 
 
 
 

 

 
 
Рис. 7. Сопоставление значений С0/Aр, вычисленных  
по модели (4), c экспериментальными данными С0/Aэ 
 
Fig. 7. Comparison of calculated values of С0/Ар according  
to model (4) with experimental data of С0/Аэ 

 
Аппроксимация экспериментальной изотер-

мы адсорбции Ni(II) при температуре 20 ºС, 
pH = 3 уравнением Фрейндлиха представлена на 
рис. 8 и описывается регрессией:  

 

0
41613571 Clg,,Alg  .                  (5) 

1,3571,357 10 22,767;

1
1,416 0,706

lg K K

n .
n

   

  
 

 

Коэффициент R
2
 для равенства (5) указан в 

табл. 1/ 
 

 
 
Рис. 8. Аппроксимация экспериментальной  
изотермы адсорбции Ni(II) уравнением Фрейндлиха  
в логарифмических координатах 

 
Fig. 8. Approximation of the experimental adsorption  
isotherm of Ni(II) by the Freundlich equation  
in logarithmic coordinates 

Таблица 2. Значение параметров уравнения Ленгмюра 
Table 2. Langmuir equation parameter values 

Катион 

Температура, T, ºС 

20 40 60 

А∞, мкг/г K равновес. R
2
,% А∞, мкг/г K равновес. R

2
,% А∞, мкг/г K равновес. R

2
,% 

Zn
2+

 
Ni

2+
 

Cu
2+

 

Не описывается 
Не описывается 

12,26 
32,94 
99,35 

Не описывается 
Не описывается 

12,26 
6,60 
98,41 

Не описывается 
Не описывается 

29,10 
0,24 
92,12 6,640 150,6 6,636 206,438 7,640 76,099 
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О достоверности регрессии можно также су-
дить по рис. 9, на котором представлено сравне-
ние экспериментальных значений lgАэ, нг/г, с вы-
численными по модели (5) значениями lgАр. 

 

 
 

Рис. 9. Сопоставление вычисленных значений lgAр  
по модели (5) c экспериментальными данными lgAэ 
 

Fig. 9. Comparison of the calculated values of lgAr  
according to model (5) with experimental data of lgAe 

 
Аппроксимация экспериментальной изотер-

мы адсорбции Zn(II) при температуре 20 ºС, 
pH = 3 уравнением Фрейндлиха представлена на 
рис. 10 и описывается регрессией: 

2,006 0,964 0lg A lgC  .                    (6) 

2,0062,006 10 101,531;

1
0,964 1,0378

lg K K

n .
n

   

  
 

 

 
 
Рис. 10. Аппроксимация экспериментальной  
изотермы адсорбции ионов Zn(II) линеаризованным  
уравнением Фрейндлиха (6) 

 
Fig. 10. Approximations of the experimental adsorption  
isotherm of Zn(II) by the linearized  
Freundlich equation (6) 

 
Коэффициент R

2 
для регрессии (6) см. в табл. 

1. О достоверности регрессии можно также судить 
по рис. 11, на котором представлено сравнение 
экспериментальных значений lgАэ, мг/г, со значе-
ниями lgАр, вычисленными по модели (6). 

 
 

Рис. 11. Сопоставление вычисленных значений lgAр  
по модели (6) c lgAэ 
 

Fig. 11. Comparison of the calculated values of lgAр  
according to model (6) with lgAe 

 
Аналогично изложенному было выполнено 

моделирование изотерм сорбции изучаемых 
ИТМ при температурах 40 и 60 ºС. Результаты 
компьютерного исследования представлены в 
табл. 1 и 2. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Показано, что изотермы сорбции Zn

2+
 цеоли-

том Холинского месторождения модифицирован-
ным серосодержащим полимером довольно точно 
описываются классическим уравнением Фрейнд-
лиха при температуре водного раствора от 20 до 
40 ºС, а изотермы Ni

2+ 
– при T = 20 ºС (см. табл. 1). 

Ввиду невысокого значения R
2
 для описания изо-

терм сорбции Cu
2+ 

уравнение Фрейндлиха исполь-
зовать нецелесообразно. В этом случае лучше 
применять регрессионные модели аппроксимации 
экспериментальных данных [18, 21–23]. 

Изотермы сорбции Cu
2+

 модифицированным 
цеолитом Холинского месторождения достаточно 
точно описываются классическим уравнением 
Ленгмюра, что следует из данных, представленных 
в табл. 2. Причем с увеличением температуры мо-
дельного раствора константа равновесия и равно-
весная адсорбционная емкость возрастают, а точ-
ность описания убывает. Изотермы сорбции Zn

2+
, 

Ni
2+ 

не подчиняются уравнению Ленгмюра (R
2
 не 

превышает 33%), что можно объяснить преобла-
данием комплексно-координационного механизма 
сорбции над ионнообменным.  

Разницу в поведении ионов Cu
2+ 

по сравнению 
с Zn

2+
, Ni

2+
 можно объяснить с привлечением тео-

рии «жестких» и «мягких» кислот и оснований 
(ЖМКО) Пирсона, которая в настоящее время ши-
роко используется в химии координационных со-
единений [24, 25]. Согласно этому принципу, ионы 
Zn

2+
, Ni

2+ 
относятся к кислотам промежуточной 

жесткости, а ион Cu
2+ 

некоторые авторы
2
 относят

 

также
 
к кислотам промежуточной жесткости, а дру-

гие
3
 – к «мягким» кислотам Льюиса. Сообразно 

   

2
Скопенко В.В., Цивадзе А.Ю., Савранский Л.И., Гарноковский А.Д. Координационная химия: учеб. 

пособие. М.: ИКЦ «Академкнига», 2007. 487 с.  
3
Днепровский А.С., Темникова Т.И. Теоретические основы органической химии: учеб. пособие. Л.: 

Химия, 1991. 560 с. 
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принципу ЖМКО «мягкие» кислоты дают наиболее 
прочные соединения с мягкими основаниями, по-
этому ионы Cu

2+ 
прочно связываются с атомами 

серы полимера, а ионы Zn
2+

, Ni
2+ 

связываются не 
только с атомами серы, но и с атомами кислорода 
(жесткое основание) цеолитной матрицы и могут 

перемещаться по поверхности сорбента «в поиске 
более удобных для координации мест». Таким об-
разом, для ионов Zn

2+
, Ni

2+ 
нарушается один из 

принципов теории Ленгмюра –
 
локализация сорба-

та на поверхности сорбента. Видимо, по этой при-
чине уравнение Ленгмюра для них «не работает». 
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Резюме: Азометиновая группа привлекает внимание ученых уже на протяжении 30 лет. Повы-
шенный интерес обусловлен ее высокой электрофильностью, которая формируется под влияни-
ем сильных электроакцепторных заместителей. Сочетание полигалогеналкильной группы и 
функциональных заместителей в непосредственной близости к азометиновой связи открывает 
широкий спектр возможных химических превращений, одним из которых является получение ге-
тероциклических производных. Так как гетероциклические соединения интересны ученым с син-
тетической стороны, и существуют примеры их использования в медицине, то не менее акту-
альной задачей является изучение NH-кислотности этих соединений. На основании данных о кис-
лотно-основных свойствах соединений можно предвидеть их некоторые физико-химические свой-
ства, реакционную способность. Потенциометрическим методом определены константы диссо-
циации исследуемых веществ. В результате получены кривые титрования с разным количеством 
ступеней диссоциации (их количество определяется числом NH-групп) с четко выраженным скач-
ком потенциала индикаторного электрода. Экспериментальное определение кислотно-основного 
поведения синтезированных сульфониламинозамещенных имидазо[2,1-b]тиазолов и тиазоло[3,2-a]бен-
зимидазолов проводили в среде диметилсульфоксида. Из кривых титрования определены величины 
потенциалов полунейтрализации. Установлена взаимосвязь значений констант кислотности 
(pKA) с величинами потенциалов полунейтрализации. Зависимость pKА = f(E

1/2
) позволяет прогно-

зировать константы NH-кислотности в среде диметилсульфоксида для новых синтезированных 
соединений. Определены статистические границы расхождения результатов потенциометриче-
ского измерения. Проведена процедура проверки внутрилабораторной прецизионности. Установ-
лено, что полученные значения констант диссоциации характеризуются высокой внутрилабора-
торной прецизионностью. Коэффициенты вариации изменяются в пределах от 0,34 до 1,48%. С 
помощью компьютерной программы PASS осуществлен расчет потенциала биологической ак-
тивности (Pa) исследуемых соединений. Зависимость между NH-кислотностью с биологическим 
потенциалом соединений неоднозначна. 
 

Ключевые слова: аннелированные имидазолы, NH-кислотность, константы диссоциации, потен-
циометрическое титрование, потенциал полунейтрализации, программа PASS 
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Abstract: For over 30 years, azomethine groups have been attracting significant research interest due to 
their high electrophilicity formed under the influence of strong electrophilic substituents. The combination of a 
polyhalidealkyl group and functional substitutes in close proximity to the azomethine bond reveals a wide 
range of possible chemical transformations, one of which is the production of heterocyclic derivatives. Since 
heterocyclic compounds are of interest in terms of their medical and synthetic prospects, research into the 
NH-acidity of these compounds is highly relevant. Information on the acid-base properties of such com-
pounds is useful for predicting their reactivity and physical-chemical properties. The potentiometric titration 
method was used to determine the dissociation constants of the substances under study. As a result, titration 
curves with a different number of dissociation stages (their number was determined by the number of  
NH-groups) were obtained, which showed a clear jump in the potential of the indicating electrode. The ex-
perimental determination of the acid-base behaviour of the synthesized sulphonylamine-substituted  
imidazo[2,1-b]tiazoles and thiazolo[3,2-a]benzimidazoles was carried out in dimethylsulphoxide medium. The 
semi-neutralization potentials were determined using titration curves. A relationship between acidity con-
stants (pKA) and semi-neutralization potentials was determined. The pKA =f (E

1/2
) dependence allows the 

constants of NH-acidity for newly synthesized compounds in dimethylsulphoxide medium to be predicted. 
The statistical range of the conducted potentiometric titration was determined. The obtained dissociation 
constants showed a high level of intermediate precision. The variation coefficients ranged from 0.34 to 
1.48%. The PASS software was used to calculate the potential of biological activity (Pa) of the compounds 
under study. The relationship between NH-acidity and biological potential is still ambiguous. 
 

Keywords: annulated imidazoles, NH-acidity, dissociation constants, potentiometric titration, semi-
neutralization potential, PASS software 
 

For citation: Plotnikova AS, Nedvetskaya GB, Aizin YuA, Serykh VYu. Acid-base properties of  imidazo[2,1-
b]tiazole and tiazolo[3,2-a]benzimidazole derivatives. Izvestiya Vuzov. Prikladnaya Khimiya i Biotekhnologiya 
= Proceedings of Universities. Applied Chemistry and Biotechnology. 2020;10(4):573–580. (In Russian) 
https://doi.org/10.21285/2227-2925-2020-10-4-573-580 

 
ВВЕДЕНИЕ 
Известно, что производные аннелированных 

гетероциклических соединений, в состав которых 
в качестве структурного компонента входит ими-
дазо[2,1-b]тиазол, обладают широким спектром 
биологической активности [1]. Перспективы 
применения биологически активных имидазо-
тиазолов связаны с их способностью ингиби-
ровать или активировать различные ферменты и 
рецепторы [2]. Эти соединения проявляют проти-
воопухолевое [3], противомикробное [4], проти-
во-диабетическое [5], мочегонное [6], противо-
глистное [7] и фунгицидное [8] свойства. Таким 
образом, разработка эффективных методов 
получения замещенных имидазо[2,1-b]тиазолов, 
а также синтез новых представителей гетеро-
циклических систем напрямую связаны с воз-
можностью создания лекарственных препаратов 
[9–14], что является актуальной задачей. Не 
менее важным является изучение NH-кис-
лотности этих соединений, поскольку на осно-
вании данных о кислотно-основных свойствах 
соединений можно предвидеть некоторые их 
физико-химические свойства и реакционную 
способность.  

Целью настоящей работы являлось изучение 
NH-кислотности сульфониламинозамещенных 
аннелированных производных имидазола и 
оценка их биологической активности потенцио-
метрическим методом, а также с помощью про-
граммного обеспечения PASS (Prediction of Acti-
vity Spectra for Substances). PASS-прогнози-
рование осуществляется по структурной форму-

ле вещества, поэтому может быть выполнено 
уже на стадии планирования синтеза 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Взаимодействие 4-хлор-N-[2,2-дихлор-2-фе-

нилэтилиден]бензолсульфонамида (I) с 2-мерка-
птобензимидазолом (ΙIа) и 2-меркапто-4-фенил-
бензимидазолом (ΙIb) (рис. 1) осуществлено в 
соответствии с методом, описанным в работе 
[11].  

 

 

 

Рис. 1. Взаимодействие 4-хлор-N-[2,2-дихлор-2-
фенилэтилиден]бензолсульфонамида 
с водой, 2-меркаптобензимидазолом  
и 2-меркапто-4-фенилбензимидазолом 
 

Fig. 1. Interaction of 4-chloro-N-[2,2-dichloro-2-
phenylethylidene] benzenesulfonamide  
with water, 2-mercaptobenzimidazole  
and 2-mercapto-4-phenylbenzimidazole 

 

Для полученных соединений потенциомет-
рическим методом на pH-метре-иономере  
Эксперт-001 в среде диметилсульфоксида 
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(ДМСО) определены константы диссоциации pKA 
(NH-кислотность). При титровании производных 
имидазо[2,1-b]тиазола получены кривые с раз-
ным количеством ступеней диссоциации на кри-
вых титрования (рис. 2). В случае соединений III 
и IV имелось два скачка на кривой титрования. 
При титровании соединения IV с использованием 
более разбавленного титранта – раствора KOH в 
метаноле (IV*) наблюдается три скачка титрова-
ния

1
 [15–18].  

 

 
 

Рис. 2. Кривые потенциометрического титрования  
соединений III–V в среде диметилсульфоксида 
 

Fig. 2. Potentiometric titration curves  
of compounds III – V in dimethyl sulfoxide medium 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
Значения констант диссоциации (NH-кислот-

ность) соединений в среде ДМСО представлены 
в табл. 1. При числе повторений n = 3 расчетная 
погрешность р = 0,95, критерий Стьюдента, t, 
составил 4,30.  

Анализируя строение соединений и вид по-
лученных кривых титрования, можно предполо-
жить, что третий скачек на кривой принадлежит 

примеси, которая может получаться в результате 
гидратации исходного имина (I) с образованием 
соединения, содержащего гидроксильную группу 
(V) (см. табл. 1). При титровании соединения V 
выявлен скачек полунейтрализации (потенциал – 
327 мВ), близкий к аналогичным величинам E

1/2
 

на кривых титрования синтезированных соеди-
нений, на основании чего третий скачек на кри-
вых титрования соединения IV* можно отнести к 
диссоциации гидроксогруппы с рКА, равной 
12,83–12,93 ед.  

Известно, что атом азота в имидазольном 
кольце может протонироваться, проявляя при 
этом сильнокислотные свойства, выступая в ро-
ли заряженной кислоты. Поэтому первый скачек 
на кривых титрования принадлежит, на наш 
взгляд, протонированному азоту с константой 
диссоциации, равной 5–6 ед. pK (см. табл. 1). 

Второй скачек диссоциации на кривых титро-
вания принадлежит титрованию фрагмента  
–SO2NH–. Величины констант изменяются в диа-
пазоне от 7,56 до 8,74 ед. pK, то есть исследуе-
мые соединения проявляют достаточно сильные 
кислотные свойства.  

Полученные значения констант диссоциации 
характеризуются высокой внутрилабораторной 
прецизионностью. Коэффициенты вариации из-
меняются в пределах 0,34–1,48%.  

В табл. 2 представлены статистически обра-
ботанные результаты определения константы 
диссоциации соединения III.  

Установлена зависимость pKА = f(E
1/2

), ко-
торая позволяет прогнозировать константы  
NH-кислотности в среде ДМСО для вновь синте-
зированных соединений (рис. 2).  

В табл. 3 сведены данные статистической 
обработки потенциометрического анализа инди-
видуальных соединений, n = 3, p = 0,95, t = 4,30.  

 
Таблица 1. Константы диссоциации (рКА) соединений в среде диметилсульфоксида 
Table 1. Dissociation constants (pKA) of compounds in a DMSO  
 

Соединение E
1/2

, мВ ΔE, мВ pKA±ΔpK V, % 

III 
I – 122 
II – 10 

87 
432 

5,03±0,04 
7,38±0,19 

0,34 
1,02 

IV / IV* 

Титрант ДМСО 

I – 69 
II – 85 

121 
172 

5,99±0,22 
8,61±0,28 

1,48 
1,30 

Титрант 0,05N KOH в метаноле 

I – 70 
II – 92 
III – 34 

117 
179 
73 

5,98±0,17 
8,74±0,18 
12,83±0,23 

1,16 
0,81 
0,71 

V 327 70 12,87±0,13 0,39 

  
   

1
Фиалков Ю.Я., Житомирский А.Н., Тарасенко Ю.А. Физическая химия неводных растворов. Л.: Хи-

мия, 1973. 376 с. 
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Таблица 2. Расчет критерия Стьюдента  

для соединения III  
Table 2. Calculation of Student's test for compound III 
 

Xi (pKA) X̅ S t X̅±ΔX V, % 

7,47 
7,34 
7,34 

7,38 0,075 4,30 7,38±0,19 1,02 

 

 
 

Рис. 2. Зависимость pKA гетероциклов от потенциалов 
полунейтрализации в среде диметилсульфоксида 
 

Fig. 2. Dependence of pKA heterocycles on the potentials  
of semi-neutralization in DMSO medium 

 

Как видно из табл. 3, данные соединения ха-
рактеризуются относительно высокой внутрила-
бораторной прецизионностью, коэффициент ва-

риации находится в пределах от 2,0 до 10,3%. 
Оценка правильности проведена методом «вве-
дено–найдено» [16]. Установлено, что значимые 
систематические погрешности в результатах 
анализа могут быть обусловлены недостаточной 
аналитической чистотой соединения.  

Для исследуемых гетероциклических струк-
тур был выполнен прогноз биологической актив-
ности с помощью компьютерной программы 
PASS, являющейся удобным инструментом для 
быстрого получения спектра биологической ак-
тивности для различных классов соединений.  

При PASS-прогнозировании результаты вы-
даются пользователю в виде списка названий 
вероятных видов активности с расчетными оцен-
ками вероятностей наличия Pa (probability to be 
active) и отсутствия Pi (probability to be inactive) 
каждого вида активности, которые имеют значе-
ния от 0 до 1. Для случаев, когда Pa ˃˃ Pi, от со-
единения следует ожидать проявления биологи-
ческой активности. Наибольший интерес пред-
ставляют структуры, для которых Pa ˃ 0,7 (70%) 
при Pi < 0,1 (10%), поскольку именно таким пока-
зателям удовлетворяют известные биологически 
активные вещества.  

В табл. 4 представлены максимальные зна-
чения Pa для соединений III–V. 

 
Таблица 3. Сводная таблица статистической обработки результатов* 
Table 3. Summary table of result statistical processing 
 

Соединение 
m навески 

(введено), г 
Объем в т.э., мл m (найдено), г mср. ± Δδ V, % 

III 0,0440 
0,81 
0,95 
0,79 

0,0356 
0,0418 
0,0348 

0,0374±0,0095 10,26 

IV 0,0516 
0,62 
0,59 
0,57 

0,0273 
0,0260 
0,0251 

0,0261±0,0027 4,24 

V 0,0381 
0,87 
0,83 
0,89 

0,0364 
0,0347 
0,0361 

0,0361±0,0032 3,54 

IV* 0,0516 
1,20 
1,16 
1,22 

0,0264 
0,0255 
0,0268 

0,0263±0,0017 2,56 

Примечание. Для соединения IV* титрант – 0,05N KOH в метаноле.  

 
Таблица 4. Оценка биологической активности с помощью PASS-прогнозирования 
Table 4.  Biological activity assessment using PASS 
 

Соединение Виды биологической активности, Ра 

III 
Инсулизин  

ингибитор (0,644) 

Субстрат 
CYP2C10 

(0,562) 

Фталат 
4,5-диоксигеназы 
ингибитор (0,587) 

Антогонист 
Mcl-1 

(0,523) 

Антипротозойныйl 
(Coccidial) 

(0,500) 

IV 

Фосфолипид-
транслоцирую-

щий  
ингибитор 

АТ фазы (0,452) 

Эндопептидаза 
So ингибитор 

(0,419) 

Субстрат CYP2C9 
(0,389) 

Антогонист 
Mcl-1 

(0,316) 

Антипротозойныйl 
(Coccidial) 

(0,202) 

V 
Субстрат CYP2J 

(0,613) 
К ингибитор 

(0,577) 

L-глютамат  
оксидазы ингибитор 

(0,591) 

Миозин 
АТ фазы  

ингибитор 
(0,572) 

Ингибитор эластазы 
поджелудочной  

железы 
(0,569) 
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Из полученных данных можно сделать сле-
дующее заключение: несмотря на схожесть гете-
роциклических структур и близость их потенциа-
лов кислотности, исследуемые соединения об-
ладают абсолютно разным потенциалом биоло-
гической активности. Наличие одинаковых фраг-
ментов в структурах не позволяет предвидеть 
определенный вид активности, наблюдаемый у 
аналогов, и, соответственно, невозможно уста-
новить зависимость потенциальной биологиче-
ской активности от их кислотного потенциала, 
как это сделано авторами статьи [19]. Возможно, 
это связано со сложностью изучаемых гетеро-
циклических структур. Также следует отметить, 
что показатель биологической активности Pa 
изученных соединений не достигает 70%. Авто-
рами статьи [20] показано, что наличие атомов 
хлора в структуре исследуемых соединений при-
водит к увеличению показателя Pa. Однако со-

гласно данным, представленным в табл. 4, даже 
присутствие трех атомов хлора в соединении V 
не увеличивает этот расчетный потенциал до 
70%. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Исследовано кислотно-основное поведение 

синтезированных сульфониламино-замещенных 
имидазо[2,1-b]тиазолов и тиазоло[3,2-a]бензими-
дазолов. Кривые титрования имеют несколько вы-
раженных скачков потенциала индикаторного 
электрода. Количество скачков соответствует ко-
личеству аминогрупп в соединении. Показано вли-
яние аналитической чистоты соединения на опре-
деление систематической погрешности. Проведе-
но компьютерное прогнозирование (PASS) био-
логической активности. Зависимость между  
NH-кислотностью и биологическим потенциалом 
соединений не установлена. 
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Термодеструкция продукта конденсации D-маннозы 
с п-аминоацетанилидом в системах без растворителя 

 

© И.С. Черепанов 
 

Удмуртский государственный университет, г. Ижевск, Российская Федерация 
 

Резюме: Методами электронной и колебательной спектроскопии изучена термодеструкция про-
дукта конденсации D-маннозы с п-аминоацетанилидом в системах без растворителя, в частно-
сти, вазелиновом масле и KBr-матрице. Термодеструкция маннозиламина в KBr-матрице сопро-
вождается интенсивным окрашиванием, при этом полосы в ИК-спектрах, характеризующие функ-
ционализацию аминоацетанилида сохраняют свое положение и интенсивность, что свидетель-
ствует об отсутствии трансформации аминного фрагмента. Отмечается появление полос ено-
новых O=C-C=C-фрагментов 1645, 1680, 1690 см

-1
, а также 1750, 1780 см

-1
, относимых к валент-

ным С=О колебаниям сложных эфиров и лактонов, образующихся, вероятно, в результате транс-
формации первичных продуктов распада маннозиламина. Термодеструкция суспензии маннозила-
мина в вазелиновом масле показывает меньшую в сравнении с процессами в KBr-матрице степень 
трансформации структуры маннозиламина в условиях эксперимента. В спектрах регистрируют-
ся полосы колебаний С=О в различном структурном окружении, а также характеризующее элими-
нирование ариламина смещение сигнала 1280 см

-1
 в низкочастотную область. Спектры отраже-

ния спиртовых растворов продуктов деструкции показывают наличие только полосы 1750 см
-1

, 
тогда как частота 1780 см

-1
 не проявляется, вероятно, по причине лабильности лактонов в рас-

творах, обуславливающей их рециклизацию. Анализ колебательных спектров показывает отсут-
ствие характерных для меланоидиновых N-гетероциклов полос вследствие преимущественного 
образования ациклических сопряженных систем и производных карбоновых кислот в исследованных 
системах без растворителя. В электронных спектрах спиртовых растворов продуктов деструк-
ции обеих систем регистрируются максимумы около 260 нм, отвечающие поглощению оксиеноно-
вых хромофоров и области непрерывного поглощения в видимой части спектра, обусловленные 
образованием протяженных хромофоров – продуктов конденсации интермедиатов распада манно-
зиламина Полученные результаты могут быть полезны как при выборе условий получения про-
дуктов реакции Майяра с заданной функционализацией, так и при разработке методов синтеза 
антиокислительных агентов для защиты от окисления полимеров и масел. 
 

Ключевые слова: D-манноза, п-аминоацетанилид, лактоны, меланоидины, термодеструкция, 
спектроскопия 
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Thermal destruction of D-mannose condensation products 
using p-aminoacetanilide in solvent-free systems 

 

© Igor S. Cherepanov 
 

Udmurt State University, Izhevsk, Russian Federation 
 

Abstract: Thermal destruction of D-mannose condensation products using p-aminoacetanilide in solvent-
free systems, such as paraffinic oil and a KBr-matrix, was studied by the methods of electronic and vibra-
tional spectroscopy. The thermal destruction of mannosylamine in a KBr matrix is accompanied by intense 
coloration. At the same time, the bands in the IR spectra characterizing the functionalization of amino-
acetanilide retain their position and intensity, which indicates the absence of transformation of the amine 
fragment. The appearance of the 1645, 1680, 1690 cm

1 
bands of enone O=C-C=C- fragments is noted, 

along with the 1750 and 1780 cm
-1

 bands attributed to the stretching C=O vibrations of esters and lactones 
likely formed as a result of transformation of the primary mannosylamine degradation products. The thermal 
destruction of a mannosylamine suspension in paraffinic oil shows a lower transformation of the mannosyla-
mine structure in comparison with experimental processes in a KBr matrix. The spectra depict the bands of  
С = O vibrations in different structural environments, as well as the signal shift of 1280 cm

-1
 into the low-
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frequency region characterizing the elimination of arylamine. The reflection spectra of the alcohol solutions of 
destruction products demonstrate the presence of only the 1750 cm

-1
 band; the 1780 cm

-1
 band does not 

appear probably due to the instability of lactones in solutions, which causes their recyclization. An analysis of 
vibrational spectra showed the absence of bands characteristic of melanoidin N-heterocycles due to the pre-
dominant formation of acyclic conjugated systems and carboxylic acid derivatives in the studied solvent-free 
systems. In the electronic spectra of the alcohol solutions of destruction products in both systems, maxima of 
about 260 nm were recorded. These maxima correspond to the absorption of oxyenone chromophores and 
the continuous absorption region in the visible part of the spectrum, caused by the formation of extended 
chromophores, i.e. condensation products of the intermediates of mannosylamine decomposition. The ob-
tained results can be useful both when selecting conditions for the Maillard reaction with a given functionali-
zation and when developing methods for the synthesis of antioxidant agents for protecting polymers and oils. 
 

Keywords: D-mannose, p-aminoacetanilide, lactones, melanoidins, thermal destruction, spectroscopy 
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ВВЕДЕНИЕ 
Продукты начальных стадий реакции Майяра – 

N-гликозиламины, являются важными интермедиа-
тами биологических процессов [1–3]. Основным 
направлением превращений N-гликозиламинов 
является их распад, в том числе термораспад с 
образованием реакционноспособных интермедиа-
тов, впоследствии формирующих структуру низко- 
и высокомолекулярных окрашенных продуктов 
(меланоидинов) [4, 5]. Несмотря на сложность ис-
следования реакции Майяра, связанную прежде 
всего со значительным количеством составляю-
щих ее последовательно-параллельных процес-
сов, проблема изучения меланоидинообразования 
остается актуальной. Меланоидины обладают 
комплексами важных свойств (антиоксидантные, 
антимикробные, антикоагулянтные), определяю-
щимися структурно-групповым составом, который в 
свою очередь зависит от условий проведения ре-
акций [2, 3].   

В отличие от производных алифатических 
аминов ариламиноконъюгаты и их поведение в 
природных и искусственных системах изучено в 
меньшей степени [4]. Ранее нами были исследо-
ваны процессы деградации ариламиноконъюга-
тов в этанольных и водно-этанольных свободно-
аэрируемых средах [4, 5], установлено строение 
меланоидиновых продуктов, доказана их гетеро-
циклическая природа. Не менее важным пред-
ставляется исследование закономерностей про-
текания реакции Майяра в системах без раство-
рителя [2], в том числе с ограниченным доступом 
кислорода, что особенно актуально для легко-
окисляющихся производных арилдиаминов.  

Интересными объектами исследования в прак-
тическом плане являются производные п-фени-
лендиамина, в частности п-аминоацетанилид [6]. 
Известно, что ароматические амины являются 
первичными антиоксидантами в процессах термо-
окисления полиэтилена, каучуков, масел [7], при 
этом ключевыми факторами применения различ-
ных антиокислительных агентов являются их ради-

калсвязывающая эффективность, токсичность, 
совместимость с матрицей. В процессах термоде-
струкции, в том числе окислительной, для молекул 
гликозиламинов п-аминоацетанилида потенциаль-
но реализуются возможности трансформации как 
углеводного фрагмента, так и агликона. Близкие по 
природе системы – антиоксиданты на основе рас-
тительного сырья, в настоящее время активно ис-
следуются и показывают антиокислительную эф-
фективность [8]. Конденсация D-глюкозы с п-ами-
ноацетанилидом приводит, как было показано ра-
нее, к образованию смеси продуктов [9], поэтому в 
качестве углеводного компонента была выбрана 
вторая по значимости и доступности моногексоза – 
D-манноза. В связи с этим целью настоящего ис-
следования являлось изучение процессов тер-
модеструкции продукта конденсации D-маннозы с 
п-аминоацетанилидом в инертных матрицах (вазе-
линовое масло, KBr).  

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Синтез. Эквимолярную смесь (0,002 моль) 

D-маннозы и п-аминоацетанилида (ч.д.а.) термо-
статировали в 15 мл этанола («Merck») при 70 ºС 
в течение 0,5 ч в колбе с обратным холодильни-
ком, при этом исходные реагенты полностью 
растворялись. Контроль за ходом реакции осу-
ществили методом ТСХ («Silufol», элюентная 
система бутанол – этанол – вода в соотношении 
5:2:1). По окончании процесса растворитель 
удаляли, твердый продукт дважды промывали 
безводным эфиром и высушивали в вакуум-
эксикаторе. Выделенный продукт представлял 
собой твердое вещество серого цвета, раство-
римое в воде и умеренно растворимое в этано-
ле. Температура плавления, Tпл., составляла 
132 ºС, выход продукта – 81%. Элементный ана-
лиз: найдено, %: С – 53,70; Н – 6,50; N – 9,10; 
С14Н20О6N2; вычислено, %: С – 53,85; Н – 6,41;  
N – 8,97.  

Изучение процессов термодеструкции. 
2,5 мг синтезированного продукта смешивали с 
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250 мг предварительно прокаленного (600 ºС, 
4 ч) KBr, полученную массу измельчали и прес-
совали на ручном прессе в таблетки диаметром 
10 мм. ИК-Фурье спектры образцов снимали на 
спектрометре ФСМ-2201 в интервале волновых 
чисел 400–4000 см

-1
 с разрешением по волново-

му числу 4 см
-1

 (40 сканов). Спектры вторых про-
изводных получены в результате численного 
дифференцирования с использованием сглажи-
вания полиномом 4-го порядка в окнах до 15 то-
чек, анализ и отнесение проводили по экстрему-
мам выше нулевой линии. Спектры регистриро-
вали непосредственно перед испытаниями 
(25 ºС) и после термоокислительного стресса, 
который моделировали нагреванием таблетиро-
ванных образцов при 140 ºС в течение 3 ч в сво-
бодно-аэрируемой атмосфере в сушильном шка-
фу [3, 7]. Образцы после термостатирования и 
регистрации колебательных спектров помещали 
в 96%-й раствор этанола (50 мл) на 10 ч. Элек-
тронные спектры спирторастворимой фракции 
снимали в кварцевых кюветах (l = 1 см) на спек-
трофотометре СФ-2000 в интервале длин волн 
200–800 нм с шагом 5 нм, спектры отражения – 
на приставке МНПВО-36 с разрешением 4 см

-1
 

(60 сканов). 

1%-ую суспензию синтезированного продукта 
в вазелиновом масле готовили смешением и 
растиранием требуемых количеств компонентов 
(2,5 мг продукта и 0,3 мл масла) и наносили тон-
ким слоем на инертную подложку из KBr диамет-
ром 40 мм. Термостатирование проводили в 
условиях, аналогичных описанным выше. Съем-
ка колебательных спектров велась в интервале 
волновых чисел 400–4000 см

-1
 с разрешением по 

волновому числу 4 см
-1 

с использованием чистой 
KBr-подложки для регистрации опорного спектра. 
После испытаний проводили экстракцию твер-
дых продуктов деструкции в 96%-м этаноле, 
электронные и колебательные спектры спирто-
растворимой фракции регистрировали аналогич-
но описанному выше.  

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
В ходе N-гликозилирования происходит об-

разование маннозиламина, структурные особен-
ности которого отражаются в колебательном 
спектре (рис. 1, спектр 1). Полоса при 1018 см

-1 

относится к С1-N колебаниям аномерного центра 
гликозиламина [10], при этом несколько пиков в 
области 1010–1090 см

-1
 подтверждают пираноз-

ную форму гликозидного остатка.  
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Рис. 1. ИК-Фурье спектры маннозиламина  
в KBr-матрице при температуре, ºС: 1 – 25; 2 – 140, 3 ч 
 

Fig. 1. IR-Fourier transform spectra of mannosylamine  
in KBr-matrix: 1 – 25 ºС; 2 – 140 ºС, 3 h 

 
Полоса 882 см

-1
 (δС1-Нaxial) свидетельствует о 

преимущественной β-конфигурации аномерного 
центра [11]. Таким образом, синтезированный 
продукт является п-(N-β-D-маннопиранозилами-
но)ацетанилидом. 

Термодеструкция маннозиламина в KBr-мат-
рице сопровождается интенсивным окрашивани-
ем и изменяет профиль спектра (см. рис. 1, 
спектр 2): полосы, характеризующие функциона-

лизацию аминоацетанилида 1500–1660 см
-1

 
(νС=О, δNH, νC=C) сохраняют свое положение и ин-
тенсивность, что свидетельствует об отсутствии 
трансформации аминного фрагмента [6]. Часто-
ты углеводных фрагментов (850–1100 см

-1
) в 

спектре не зафиксированы, что свидетельствует 
о деструкции гликозидного кольца. Интенсивная 
полоса 1280 см

-1
, относимая к валентным коле-

баниям С-N-Car алкилариламинов [8], нивелиру-
ется и смещается в низкочастотную область на 
20 см

-1
, что вероятно, свидетельствует о терми-

ческом элиминировании амина [4]. Отмечено 
уширение полос при 1540 см

-1
 (поглощение -

С(ОН)=СН-С(О)-) [12] и в области 1620–1700 см
-1
, 

что можно отнести к колебаниям О=С-С=С-
фрагментов, образующихся в ходе меланоиди-
нообразования. Более отчетливо появление но-
вых полос проявилось в спектрах вторых произ-
водных (рис. 2), в частности, зарегистрированы 
полоса 1645 см

-1
 (гидроксиеноны) и дублет 1680 

и 1690 см
-1 

(еноны) [13]. 
Важно отметить, что появляются полосы 

1750 и 1780 см
-1

, относимые к νС=О колебаниям 
сложных эфиров, γ,δ-лактонов [13], образующих-
ся также в результате трансформации первич-
ных продуктов распада маннозиламина.  
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Рис. 2. Вторые производные полос ИК-Фурье спектров 
маннозиламина в KBr-матрице при температуре, ºС:  
1 – 25; 2 – 140, 3 ч 
 

Fig. 2. IR-Fourier transform spectral bands second  
derivatives of mannosylamine in KBr-matrix:  
1 – 25 ºС ; 2 – 140 ºС, 3 h 

 
Изучение процессов термодеструкции сус-

пензий маннозиламина в вазелиновом масле 
позволяет моделировать процессы в системе с 
ограниченным доступом кислорода. При этом 
масло в условиях эксперимента практически не 
растворяет продукты термодеструкции и слабо 
подвергается окислению [14], что подтверждает-
ся визуальными наблюдениями и характером 
ИК-Фурье спектра (рис. 3, спектр 1). Сравнение 
спектров суспензий до и после термообработки 
(рис. 3, спектры 3 и 2) показывает меньшую в 
сравнении с деструкцией в KBr-матрице степень 
трансформации структуры в условиях экспери-
мента, в частности, сохраняются углеводные 
полосы в интервале 900–1100 см

-1
. Тем не менее 

изменения профиля спектров происходят при тех 
же частотах: полоса 1282 см

-1
 смещается к зна-

чениям 1263 см
-1

, характерным для колебаний 
первичной аминогруппы аминоацетанилида [6]. 
Аналогичное описанному для KBr-системы уши-
рение полосы в области 1620–1680 см

-1
 отвечает 

образованию продуктов, содержащих карбо-
нильную функцию в различном структурном 
окружении. Полосы 1403, 1750 и 1780 см

-1
, как 

было сказано выше, относятся к колебаниям 
карбоксильных и сложноэфирных/лактонных 
функций. В высокочастотной области полосы 
3450, 3330 см

-1
 (νOH, NH) смещаются к значениям 

3280 см
-1

, что указывает на образование ассоци-
атов, стабилизированных водородными связями 
[3].  

Детальный анализ спектральной области 
1700–1850 см

-1
 показывает, что сигналы 1750 и 

1780 см
-1

 отчетливо проявляются только через 
2 ч термостатирования, вероятно, из поздних 
менее реакционноспособных интермедиатов 
(рис. 4).  

Полосы 825 (γ=С-Н), 1517 (νС=С) см
-1

, характе-
ризующие 1,4-дизамещенное бензольное коль-
цо, 1665 (νС=О, δNH) и 1380 (δСН3) см

-1
 также со-

храняют свою интенсивность, что свидетель-
ствует об отсутствии трансформации п-амино-
ацетанилидного фрагмента в процессе термо-
статирования [6–8]. Кроме того, в отличие от 
процессов в растворах [5], образования азотсо-
держащих гетероциклов в процессе деструкции 
маннозиламина не происходит, на что указывает 
отсутствие характерных для меланоидиновых  
N-гетероциклов полос [4, 5] вследствие преиму-
щественного образования ациклических сопря-
женных систем и производных карбоновых кис-
лот в ходе процессов [15].  

 

 
 
Рис. 3. ИК-Фурье спектры:  
1 – вазелиновое масло (140 ºС, 3 ч); 
2 – суспензия маннозиламина (140 ºС, 3 ч);  
3 – суспензии маннозиламина (25 ºС) 
 
Fig. 3. IR-Fourier transform spectra:  
1 – vaseline oil (140 ºС, 3 h);  
2 – mannosylamine-suspension (140 ºС, 3 h); 
3 – mannosylamine-suspension (25 ºС ) 

 

 
 

Рис. 4. Фрагменты ИК-Фурье спектров суспензии  
маннозиламина: 
1 – 25 ºС; 2 – 140 ºС, 1 ч; 3 – 140 ºС, 2 ч; 4 – 140 ºС, 3 ч 
 

Fig. 4. IR-Fourier transform spectra fragments  
of mannosylamine-suspension: 
1 – 25 ºС; 2 – 140 ºС, 1 h; 3 –- 140 ºС, 2 h; 4 – 140 ºС, 3 h 

 
Спектры МНПВО фракции спиртораствори-

мых продуктов представлены на рис. 5. Сравне-
ние спектров с представленными выше показы-
вает перераспределение интенсивности полос в 
пользу частоты 1750 см

-1
, при этом появляется 
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обертон при 1925 см
-1

, регистрирующийся в 
спектрах первичных ариламинов [6, 16]. 

 

 
 

Рис. 5. Фрагменты МНПВО-спектров спирторастворимых 
продуктов деструкции маннозиламина,  
экстрагированных из: 1 – суспензии; 2 – KBr-матрицы 
 

Fig. 5. ATR-spectra fragments of ethanol-soluble  

mannosylamine destruction products extracted from:  
1 – suspension; 2 – KBr-matrix   

 
Усиление обертона интенсивности обусловле-

но дополнительным вкладом -ОН···О-поглощения 
дикарбонильных хромофоров меланоидиновых 
структур [17]. Нивелирование полосы 1780 см

-1
 с 

симбатным усилением 1750 см
-1
 связано, вероят-

но, с лабильностью лактонов в среде нуклеофиль-
ного растворителя, обесславливающей их рецик-
лизацию в растворах [18]. 

Электронные спектры позволяют получить 
дополнительную информацию о природе хро-
мофоров (рис. 6).  

Характерный для меланоидинов максимум по-
глощения при 260 нм [19] регистрируется для обе-
их систем; поглощение в данной области связано с 
наличием [СН(ОН)=СН-С=О]-хромофорных фраг-
ментов [20]. Область непрерывного поглощения 
λ > 300 нм, включающая изгиб при 400 нм, обу-

словлена образованием протяженных хромофо-
ров. Последняя сильнее выражена для продуктов, 
экстрагированных из суспензии, что может быть 
связано с меньшей степенью протекания окисли-
тельных процессов, препятствующих образованию 
хромофоров [21].  

 

 
 

Рис. 6. Электронные спектры спирторастворимых фрак-
ций продуктов деструкции маннозиламина 
 

Fig. 6. Electronic spectra of ethanol-soluble fractions of man-
nosylamine destruction products 

 
Механизмы формирования описанных выше 

структур можно представить следующим обра-
зом. Достаточная основность амина позволяет 
маннозиламину претерпевать перегруппировку 
Амадори [22], продукт (1) которой распадается с 
образованием реакционноспособных интерме-
диатов: 1-дезоксозона (2) и 3-дезоксозона (8) [1]. 
Дальнейшие превращения более реакционно-
способного 1-дезоксозона возможны по несколь-
ким направлениям:  
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Окисление (2) кислородом воздуха (KBr-мат-

рица) приводит к триоксопроизводному (3), про-
дукт циклизации (4) которого [21] подвергается 
распаду с образованием низкомолекулярных 
продуктов [22, 23]. В системах с ограниченным 

доступом кислорода (суспензия в вазелиновом 
масле) реализуются процессы дегидратации 
дезоксозона (2) с образованием редуктонов (5), 
способных помимо расщепления давать продук-
ты конденсации (6), (7) [23]. 3-дезоксозоны (8) 
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менее активны в сравнении с (2), при этом также 
склонны как к процессам фрагментации [1], так и 

к процессам циклизации, в том числе с образо-
ванием лактонов [22]: 
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Следует отметить, что процессы фрагмента-

ции существенно преобладают в растворах в 
условиях кислотного или основного катализа и 
несколько усиливаются при аэрации [1, 2, 22]. 
Данное заключение в целом согласуется с полу-
ченными нами результатами: дезоксозоны (1), 
(8) преимущественно подвергаются дегидрата-
ции и циклизации, а их продукты способны к 
дальнейшим превращениям с образованием 
окрашенных олиго- и полимеров [24]. При этом 
превалируют реакции перекрестной конденса-
ции, препятствующие образованию гетероциклов 
(пирролов, фуранов), которое имеет место в 
условиях кислотно-катализируемого меланоиди-
нообразования в растворах [3, 5].  

Следует также отметить, что вазелиновое 
масло в суспензии маннозиламина практически 
не подвергается окислению (рис. 7). 

  

 
 

Рис. 7. ИК-Фурье спектры вазелинового масла после 
термостатирования (140 ºС, 3 ч):  
1 – исходное; 2 – отобранное из суспензии  
маннозиламина 
 

Fig. 7. IR-Fourier transform spectra of vaseline oil  
after thermostating (140 ºС, 3 h):  
1 – initial; 2 – isolated from mannosylamine  
suspension 

 
 

Полоса 1710 см
-1

, характеризующая продук-
ты окисления масла [14] в спектре пробы, ото-
бранной из суспензии маннозиламин, термоста-
тированной в течение 3 ч, практически не реги-
стрируется. Последнее обстоятельство предпо-
лагает перспективность синтезированного про-
дукта в качестве антиокислительного агента для 
предотвращения окисления масел и полимеров.  

 
ВЫВОДЫ 
Методами электронной и колебательной 

спектроскопии изучена термодеструкция продук-
та конденсации D-маннозы с п-аминоацетани-
лидом в системах без растворителя, в частности, 
вазелиновом масле и KBr-матрице. Показано, 
что механизмы термораспада в обеих системах 
однотипны, включают перегруппировку Амадори, 
элиминирование свободного амина и дальней-
шую трансформацию дезоксозонов. Установлено 
также, что на фоне полисопряженных меланои-
диновых структур происходит образование 
сложных эфиров и лактонов; последние доста-
точно лабильны и дециклизуются в растворах. В 
отличие от процессов в растворах образования 
азотсодержащих гетероциклов в процессе де-
струкции маннозиламина не наблюдается, на что 
указывает отсутствие характерных для мелано-
идиновых N-гетероциклов полос в ИК-Фурье 
спектрах вследствие преимущественного обра-
зования енонов и производных карбоновых кис-
лот. Дополнительно следует отметить отсут-
ствие существенных превращений агликона в 
принятых условиях эксперимента, что, вероятно, 
связано с более легкой термодеструкцией угле-
водных фрагментов. Полученные результаты 
могут быть полезны как при выборе условий по-
лучения продуктов реакции Майяра, так и при 
разработке методов синтеза антиокислительных 
агентов для защиты от окисления полимеров и 
масел. 
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Методика электрохимического биотестирования 
в применении к сравнительному анализу антибиотических 

свойств растительных экстрактов, 
получаемых с помощью сжиженного СО2 
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Резюме: Описана методика биотестирования, предусматривающая периодическую (через каждые 
2 ч) регистрацию изменений рН, редокс-потенциала и электропроводности жидкой питательной 
среды, инкубируемой в присутствии и в отсутствие жизнеспособных тестовых микроорганизмов 
и тестируемых образцов. Представлены результаты проведенного с применением данной мето-
дики сравнительного анализа про- и антибиотической активности в отношении Lactobacillus aci-
dophilus и других тестовых микроорганизмов, таких как Chlorella vulgaris и Rhodotorula glutinis, раз-
личных концентраций цельных докритических экстрактов, полученных с помощью сжиженного СО2 
из 10 разных видов растительного сырья. Показано, что с помощью представленной методики 
можно более экспрессно, объективно и информативно, а также менее материало- и трудоёмко, 
чем при использовании стандартных визуальных методов микробиологического тестирования, 
оценивать влияние образцов различной фармацевтической, пищевой и иной продукции на динамику 
жизненной активности тестовых микроорганизмов. Среди исследованных нами растительных 
экстрактов наиболее активные пролонгированные антибиотические свойства проявили экс-
тракты из корней чистотела большого (Chelidonium majus) и цветков календулы лекарственной 
(Calendula officinalis) в концентрациях от 3% об. и выше, в то время как наиболее активные про-
лонгированные пробиотические свойства проявили экстракты из побегов омелы белой (Viscum 
album) и листьев грецкого ореха (Juglans regia) в концентрации 0,2% об. Начальная про- и анти-
биотическая активность протестированных экстрактов в большинстве случаев была больше их 
пролонгированной активности. В то же время среднесрочная (по времени взаимодействия проте-
стированных экстрактов с тестовыми микроорганизмами) про- и антибиотическая активность 
протестированных экстрактов, как правило, была промежуточной по величине между их началь-
ной и пролонгированной активностью. При этом с уменьшением концентрации протестирован-
ных экстрактов в тестовой среде их антибиотическая активность монотонно уменьшалась, то-
гда как пробиотическая активность увеличивалась. Таким образом, очевидно, что про- и анти-
биотическая активность фармацевтической, пищевой и иной продукции, в том числе включающей 
различные растительные экстракты, в значительной мере определяется выбором не только сы-
рья и способа экстрагирования из него биологически активных веществ, но и концентрацией экс-
тракта в продукции, временем ее взаимодействия с микробиотой и другими живыми организмами, 
а также множеством других факторов. Причем точный характер этих зависимостей в большин-
стве случаев может быть установлен лишь с помощью значительного числа тестовых испыта-
ний, которые удобно проводить с помощью представленной в этой работе методики. 
 
Ключевые слова: антибиотические свойства, микробиологическое тестирование, электрохими-
ческие методы, растительные экстракты, биологически активные вещества 
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Abstract: We present a biotesting technique that allows periodic (every 2 hours) recording of changes in the 
pH, redox potential and electrical conductivity of a liquid nutrient medium incubated in the presence or ab-
sence of viable test microorganisms and test samples. This technique was used to compare the pro- and 
antibiotic activity of various concentrations of subcritical whole extracts obtained from 10 plant species using 
liquefied CO2 against Lactobacillus acidophilus and other test microorganisms, such as Chlorella vulgaris 
and Rhodotorula glutinis. It was established that the proposed technique provides for a quicker, more objec-
tive and informative, as well as less material-consuming and labour-intensive, microbiological testing com-
pared to conventional visual methods aimed at assessing effects of pharmaceutical, food and other products 
on the activity of test microorganisms. Among the studied plant varieties, extracts from celandine roots 
(Chelidonium majus) and calendula officinalis flowers (Calendula officinalis) at a concentration of 3% vol. 
and above demonstrated the most active prolonged antibiotic properties. Extracts from mistletoe shoots 
(Viscum album) and walnut leaves (Juglans regia) at a concentration of 0.2% vol. showed the most active 
prolonged probiotic properties. The initial pro- and antibiotic activity of the tested extracts was in most cases 
greater than their prolonged activity. At the same time, the medium-term (with respect to the period of inter-
action of the extracts and microorganisms) pro- and antibiotic activity of the tested extracts showed interme-
diate values between their initial and prolonged activity. It is noteworthy that a decrease in the concentration 
of the tested extracts in the test environment led to a steady decrease in their antibiotic activity, at the same 
time as increasing their probiotic activity. Thus, it is clear that the pro- and antibiotic activity of pharmaceuti-
cal, food and other products, including various plant extracts, is determined not only by the choice of raw 
materials and the method for extracting biologically active substances, but also by the concentration of ex-
tracts, the time of their interaction with microbiota and other living organisms, as well as by a variety of other 
factors. The exact nature of these dependencies can only be established through multiple tests, which can 
conveniently be carried out using the methodology presented in this work. 
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ВВЕДЕНИЕ 
В последнее время в фармацевтической, 

пищевой и многих других отраслях народного 
хозяйства все более актуальной становится про-
блема разработки достаточно объективных и в 
то же время экспрессных и доступных для широ-
кого применения способов оценки влияния раз-
личных химических соединений как синтетиче-
ского, так и природного происхождения на дина-
мику жизнедеятельности разных видов и штам-
мов микроорганизмов, которые могут входить в 
состав естественной микробиоты человека и 
других многоклеточных живых организмов, вы-
зывать различные инфекционные заболевания, 

токсикозы, аллергические реакции, способство-
вать порче пищевой и иной продукции, участво-
вать в различных биотехнологических процессах 
и т.д.  

Однако принятые в настоящее время в каче-
стве стандартных при микробиологическом те-
стировании процедуры визуальной оценки об-
щей выживаемости микроорганизмов либо вели-
чины зоны задержки роста их колоний требуют 
для своего проведения значительных затрат ма-
териалов, времени и труда квалифицированного 
персонала, давая в результате лишь весьма не-
полную, субъективную и «статичную» информа-
цию о нарушениях жизнедеятельности тестовых 
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организмов [1–5]. Таким образом, перспектив-
ным представляется использование в микробио-
логическом тестировании инструментальных тех-
нологий, среди которых наиболее простыми в 
исполнении, достоверными и универсальными 
являются различные оптические и электрохими-
ческие методы.  

Кроме того, в последнее время в фармацев-
тической, косметической, пищевой, кормовой и 
других видах продукции, производимой и по-
требляемой человеческим обществом, ощуща-
ется все больший недостаток биологически ак-
тивных веществ (БАВ) природного проис-
хождения, способствующих нормальному разви-
тию и функционированию как самого человече-
ского организма (ослабленного стрессами, за-
грязненной окружающей средой, недостатком 
природного освещения и физической активности, 
контактами с многочисленной посторонней мик-
робиотой и т.п.), так и симбиотически связанной 
с ним полезной микробиоты, либо угнетению 
жизнедеятельности вредной для человека мик-
робиоты.   

Производство концентрированных синтети-
ческих аналогов БАВ при современном уровне 
развития технологий часто является затратным с 
экономической точки зрения, а также малоэф-
фективным вследствие сложности достижения 
нужной степени чистоты, стереоспецифичности 
и других параметров, способных обеспечить до-
статочно высокую степень биологической актив-
ности таких соединений. Кроме того, раститель-
ные экстракты (РЭ) по сравнению с синтетиче-
скими средствами, как правило, обладают суще-
ственно меньшими по широте спектра и интен-
сивности действия на человеческий и другие жи-
вые организмы побочными эффектами.  

В результате этого РЭ в настоящее время яв-
ляются одним из наиболее приемлемых и рас-
пространенных источников БАВ. В свою очередь 
из РЭ до настоящего времени наиболее широко 
применялись «эфирные масла» (ЭМ), промыш-
ленно либо лабораторно получаемые из различно-
го растительного сырья разными физико-химичес-
кими способами (холодный или горячий отжим, 
дистилляция, экстрагирование при нормальных 
либо повышенных давлении и/или температуре с 
помощью различных органических растворителей 
с последующим удалением этих растворителей 
при дополнительно повышенной температуре либо 
под вакуумом и т.п.) [6]. Получаемые таким обра-
зом ЭМ позволяют достичь существенно большей 
и стабильной во времени биологической активно-
сти конечного продукта по сравнению с водными, 
спиртовыми и иными РЭ, получаемыми без удале-
ния экстрагентов. Благодаря этому ЭМ широко 
применяются в пищевой, фармацевтической, кос-
метической и других отраслях промышленности в 

качестве добавок, обладающих избирательным 
либо малоспецифическим про- либо антимикроб-
ным действием; добавок, обладающих различны-
ми видами нормализирующего действия (исполь-
зуемого, в том числе, при лечении различных 
нервных, сердечно-сосудистых, диабетических, 
пищеварительных и иных заболеваний); а также 
консервирующих, антиоксидантных, ароматизиру-
ющих, вкусовых и иных видов добавок [1–3, 6–15]. 
Кроме того, ЭМ используются в качестве антисеп-
тиков, экологически безопасных инсектицидов и 
пестицидов, добавок к различным зуботерапевти-
ческим, ранозаживляющим и другим медицинским 
и упаковочным материалам и т.п. [16–21].  

Однако в последнее время наряду с ЭМ все 
большее применение находят экстракты, полу-
чаемые из аналогичного растительного сырья с 
использованием в качестве экстрагента сжи-
женного углекислого газа (СО2), который затем 
полностью удаляется из конечного продукта путем 
изменения его температуры и давления [22–28]. 
Состав таких экстрактов характеризуется, как пра-
вило, более широким спектром БАВ, чем у ЭМ. При 
этом, если экстрагирование проводится при давле-
нии выше 7,6 МПа и температуре ниже 31 °С, то 
такие экстракты называются «докритическими». В 
противном случае экстракты, получаемые по опи-
санной выше технологии, называются «сверхкри-
тическими» (поскольку СО2 в них, находясь в 
сверхкритическом состоянии, проявляет свойства 
как жидкости, так и газа). Кроме того экстракты, 
получаемые с помощью сжиженного СО2, делятся 
на «селективные» (получаемые при низких давле-
ниях СО2 и имеющие состав, близкий к ЭМ) и 
«цельные» (получаемые при высоких давлениях 
СО2 и имеющие в своем составе помимо летучих 
компонентов, обычных для ЭМ, более тяжелые 
растительные смолы, парафины, пигменты и т.д.). 

В связи с вышесказанным нашей целью явля-
лась разработка экспрессной и доступной для ши-
рокого применения методики инструментального 
микробиологического тестирования и оценка с ее 
помощью про- и антибиотических свойств экстрак-
тов, получаемых из различного растительного сы-
рья с использованием сжиженного СО2. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
В качестве объекта исследования были взя-

ты цельные докритические экстракты, произве-
денные ООО «Казанский завод экстрактов»

1
  

(г. Казань, Россия) с помощью сжиженного СО2 
при температуре 20 °С и давлении 72 атм из 
следующих видов растительного сырья: корни 
солодки голой (Glycyrrhiza glabra) (№ 1), цветки 
мальвы лесной (Malva sylvestris) (№ 2), цветки 
календулы лекарственной (ноготки лекарствен-
ные, Calendula officinalis) (№ 3), листья и стебли 
бессмертника песчаного (Helichrysum arenarium) 

   

1
Этот завод был выбран потому, что он является в настоящее время крупнейшим в России произ-

водителем растительных экстрактов, получаемых с помощью сжиженного СО2. 
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(№ 4), корни чистотела большого (Chelidonium 
majus) (№ 5), листья березы повислой (Betula 
pendula) (№ 6), листья грецкого ореха (Juglans 
regia) (№ 7), молодые побеги омелы белой 
(Viscum album) (№ 8), плоды облепихи крушино-
видной (Hip-pophae rhamnoides) (№ 9), семена 
перца черного (Píper nígrum) (№ 10).  

Для анализа влияния различных концентра-
ций тестируемых экстрактов (ТЭ) на динамику 
жизнедеятельности микроорганизмов, исходя из 
результатов уже имевшихся авторских нарабо-
ток по различным способам инструментального 
биотестирования [29–41], была разработана 
следующая методика. 

Для каждой партии ТЭ проводилось по 4 се-
рии измерений, перед началом каждой из кото-
рых готовилась питательная среда, представ-
лявшая собой стерильный водный раствор с 

рН = 7,20,2, содержащий 5 г/л глюкозы, 20 г/л 
белкового гидролизата и 2 г/л NaCl. Затем эта 
питательная среда засевалась 10% об. суспен-
зии, содержащей 10

7 
кл/мл тестовых биообъек-

тов, в качестве которых использовались одно-
клеточные водоросли Chlorella vulgaris ATCC 
9765, дрожжеподобные грибки Rhodotorula gluti-
nis АТСС 10659 и бактерии Lactobacillus acidophi-
lus АТСС 4356. Все эти биообъекты являются 
типичными представителями широко распро-
страненных в естественных условиях видов мик-
роорганизмов, активно участвующих в деструк-
ции различных биополимеров, принадлежа при 
этом к существенно отличвющимся друг от друга 
таксономическим группам. Кроме того, L. Acido-
phillus являются нормальным представителем 
кишечной микробиоты человека и теплокровных 
животных, а также обладают высокой антагони-
стической активностью по отношению к гнилост-
ной, условно-патогенной и патогенной микробио-
те.  

При культивировании представителей раз-
ных таксономических групп питательная среда 
одинакового состава использовалась для того, 
чтобы обеспечить единообразие общей методи-
ки измерения динамики жизненной активности 
разных тестовых микроорганизмов, а также по-
тому, что белковый гидролизат в сочетании со 
стерилизованной природной, а не дистиллиро-
ванной водой, использовавшейся для приготов-
ления упомянутой питательной среды, содержит 
весь необходимый набор макро- и микроэлемен-
тов, обеспечивающих нормальное (хотя, воз-
можно, и не оптимальное в каждом отдельном 
случае) развитие большинства микроорганиз-
мов. При этом наличие глюкозы ускоряло 
начальное развитие тестовых микроорганизмов, 
обеспечивая большую экспрессность предлага-
емой методики. 

Затем тестовые организмы инкубировались 
при 37±0,1 ºС до содержания в питательной сре-
де клеток в пределах 5·10

6 
кл./мл (что удостове-

рялось нефелометрическим способом по стан-
дарту мутности). Полученная тестовая среда 
разливалась по измерительным емкостям (ИЕ), в 
каждую по 5 мл, представлявшим собой стан-
дартные стеклянные конические пробирки объе-
мом 10 мл, в каждую из которых (за исключени-
ем трех контрольных) предварительно добавля-
лось (по 3 ИЕ в параллель) количество тестиру-
емого объекта (в качестве которого в описывае-
мом исследовании выступали цельные докрити-
ческие экстракты, получаемые с помощью сжи-
женного СО2 из различного растительного сы-
рья), необходимое для достижения заданной его 
концентрации в тестовой среде.  

Затем как тестовые, так и контрольные ИЕ 
(содержащие ту же среду, что и тестовые ИЕ, но 
без добавления ТЭ) инкубировали при 37±0,1 ºС 
в течение 6 ч. У сред, содержащихся в каждой из 
ИЕ, последовательно, с интервалом 2 ч реги-
стрировали рН, редокс-потенциал (Е, мВ) и 
удельную линейную низкочастотную электро-
проводность (Х, мСм/см). При этом рН и Е реги-
стрировали с помощью иономера Эксперт-001 
(Россия) с комбинированными электродами ЭСК-
10601/7 и ЭРП-105 соответственно, а Х реги-
стрировали с помощью кондуктометра Эксперт-
002 (Россия) с датчиком УЭП-П-С, работающим 
на частоте 1,6 кГц.  

После этого общие степени активирования 
(+) либо ингибирования (–) жизнедеятельности 
тестовых микроорганизмов заданными концен-
трациями ТЭ после k часов их совместного инку-
бирования в жидкой тестовой среде (εV,k, %) рас-
считывались по формуле   

 

εV,k = ( εрH,k + 0,7εЕ,k + 0,7εX,k ) / 2,4.            (1) 
 

Величины εрН,k , εE,k и εX,k определялись от-
дельно по результатам измерений pH, E и X у 
тестовых сред, содержащихся в ИЕ, по формуле:  

  

εi,k = 100 × ( ΔYti,k – ΔYci,k ) / ΔYci,k .       (2) 
 

Индекс i показывал, по какому параметру (pH, 
Е или Х), учитывались измерения в формуле 2, 
(например εрН,k = 100 × ( ΔYtрН,k – ΔYcрН,k ) / ΔYcрН,k).  

Величины ΔYti,k и ΔYci,k определялись как 
усредненные по выборке из N образцов с одина-
ковыми концентрациями экстрактов, приготов-
ленных одинаковым способом из одного вида 
сырья (в нашем случае N = 3·4 = 12), изменения 
значений i-параметра тестовой среды (pH, E или 
X), произошедшие за k часов от начала инкуби-
рования этой среды в присутствии заданной 
концентрации ТЭ (ΔYt, наблюдаемое в тестовых 
ИЕ) либо в отсутствие ТЭ (ΔYc, наблюдаемое в 
контрольных ИЕ, тестовые среды в которых со-
держали жизнеспособные микроорганизмы, но 
не содержали ТЭ). Например, ΔYtрН,2 = рНT,2 –  
– рНT,0 , ΔYсE,4 = EС,4 – EС,0 и т.д. (где рНT,0 – зна-
чение рН среды в тестовой ИЕ в начале ее инку-
бирования, рНT,2 – значение рН среды в тестовой 



Сибирцев В.С., Нечипоренко У.Ю., Кабанов В.Л., Буханцев О.В. Методика … 
Sibirtsev V.S., Nechiporenko U.Yu., Kabanov V.L., Bukhantsev O.V. Use of an electrochemical … 

 

 

594 
 

ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 
 

  
 

ИЕ через 2 ч после начала ее инкубирования, 
EС,0 – значение E среды в контрольной ИЕ в 
начале ее инкубирования, EС,4 – значение E сре-
ды в контрольной ИЕ через 4 ч после начала ее 
инкубирования). 

Таким образом, величина εV,k показывала, на 
сколько процентов по отношению к контролю 
ускорялось либо замедлялось преобразование 
жизнеспособными микроорганизмами, присут-
ствующими в тестовой среде, катаболитов, при-
сутствующих в той же среде, в анаболиты после 
k часов их инкубации при заданной температуре 
в присутствии заданной концентрации ТЭ по 
сравнению с теми же процессами, осуществляе-
мыми теми же микроорганизмами в той же те-
стовой среде в отсутствие ТЭ. 

При этом ошибки определения каждой из 
усредненных величин εрH,k, εЕ,k и εX,k рассчитыва-
лись стандартным образом

2
 [42, 43], как 

Δεi,k = tα,N–1σi,k, с использованием критерия Стью-
дента (tα,N–1 для уровня достоверности α = 0,95 и 
числа степеней свободы N–1), математического 
ожидания (θi,k = Σjεi,k,j / N) и его дисперсии 
(σi,k = [ Σj (εi,k,j – θi,k )

2 
/ (N–1)]

1/2
). После чего ошибка 

определения величины ΔεV,k рассчитывалась по 
формуле ΔεV,k = (ΔεрH,k + 0,7ΔεЕ,k + 0,7ΔεX,k ) / 2,4. 

Параметры pH, Е и X были выбраны для оцен-
ки общей степени активирования либо ингибиро-
вания жизнедеятельности тестовых микроорганиз-
мов заданными концентрациями ТЭ потому, что 
они наиболее надежно измеряются инструмен-
тально и при этом чувствительно связаны с тем, 
насколько ускорялось либо замедлялось преобра-
зование жизнеспособными микроорганизмами, 
присутствующими в тестовой среде, катаболитов, 
присутствующих в той же среде, в анаболиты 
(имеющие иные, чем у катаболитов кислотность, 
электропроводность и электрохимический окисли-
тельно-восстановительный потенциал).  

Правомерность объединения в εV трех таких 
величин, как εрH, εЕ и εX, можно объяснить тем, 
что каждая из этих величин независимо норми-
ровалась на контрольные значения определяю-
щего ее показателя и, таким образом, единооб-
разно (в процентах по отношению к контролю) 
отражала изменение метаболизма тестовых 
микроорганизмов в присутствии ТЭ, в то же вре-
мя несколько по-разному характеризуя это изме-
нение (поскольку изменение рН, Е и Х тестовой 
среды обуславливали разные метаболитические 
процессы, осуществляемые присутствующими 
там жизнеспособными микроорганизмами). В 
результате чего суммарная величина εV более 
информативно и адекватно характеризовала из-
менения метаболической активности тестовых 
микроорганизмов, чем каждая из величин εрH, εЕ 
и εX по отдельности.  

Коэффициенты при εi,k, указанные в формуле 

(1), были рассчитаны методами факторного ана-
лиза (аналогично тому, как описано в работах 
[42, 43]) по значениям, полученным нами для 
εрН,k , εE,k и εX,k в результате применения пред-
ставленной здесь методики к оценке антибакте-
риальной активности в отношении L. acidophilus 
разных концентраций таких известных антисеп-
тиков и антибиотиков широкого спектра дей-
ствия, как хлоргексидина биклюконат, фураци-
лин и левомицетин. 

Вышесказанное обеспечило 90% достовер-
ную корреляцию величин εV, полученных с по-
мощью разработанной нами инструментальной 
методики биотестирования после 6 ч инкубации 
тестовых сред с L. acidophilus в присутствии и в 
отсутствие 3% об. ТЭ, с величинами εS, получен-
ными для той же концентрации тех же ТЭ с по-
мощью стандартной методики микробиологиче-
ского тестирования [1–5]. Последняя предусмат-
ривает визуальный подсчет колоний L. Aci-
dophilus, выросших после 24 ч их инкубации при 
37±0,1 ºС на плотной питательной среде (имею-
щей тот же состав, что и использовавшаяся нами 
жидкая питательная среда, но с добавлением 
20 г/л микробиологического агар–агара) в при-
сутствии и в отсутствие 3% об. ТЭ с последую-
щим расчетом величины εS по формуле (2). При 
этом высевание проводилось для нескольких 
последовательных разведений тестовой среды – 
каждое в несколько параллельных чашек Петри. 
После чего отбирались те разведения, при ис-
пользовании которых на одной чашке Петри вы-
растало не менее 10 и не более 50 колоний те-
стовых микроорганизмов. Данные по этим раз-
ведениям соответствующим образом статисти-
чески обрабатывались. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Наиболее интересные данные, полученные 

описанным выше способом, представлены в 
табл. 1 и 2, а также на рисунке, где по оси орди-
нат отложены значения εV (%), определявшиеся 
для ТЭ по результатам измерений рН, редокс-
потенциала и электропроводности жидких пита-
тельных сред с L.acidophilus через 2, 4 и 6 ч ин-
кубирования по формулам (1) и (2), по оси  
абсцисс – номера сырья, из которого получали 
ТЭ (см. табл. 1). 

На основании представленных данных можно 
сделать следующие выводы. Как видно из 
табл. 1, наиболее пролонгированно чувстви-
тельными к присутствию высоких концентраций 
ТЭ из всех исследованных биообъектов оказа-
лись L. acidophilus. Поэтому они и были выбраны 
в качестве тестовых микроорганизмов для даль-
нейшего более детального исследования про- и 
антибиотических свойств ТЭ (см. табл. 2). 

   

2
Korn G.A., Korn T.M. Mathematical handbook for scientists and engineers. definitions, theorems, and 

formulas for reference and revie. McGraw Hill Book Company. 1968. 
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Таблица 1. Степень ингибирования жизнедеятельности тестовых микроорганизмов  

после 6 ч их инкубирования в присутствии 3% об. тестируемых экстрактов (εV,6 , %) 
Table 1. Inhibition degree of test microorganisms vital activity after 6 hours incubation in the presence  

of 3% vol. tested extracts (εV,6 ,%) 
 

Тестовые 
микроорганизмы 

Тестируемые экстракты 

№ 1 № 2 № 3 № 4 № 5 № 6 № 7 № 8 № 9 № 10 

C. vulgaris -37±5 -33±5 -45±6 -41±7 -51±8 -43±6 -42±6 -24±4 -38±5 -34±5 
R. glutinis -33±5 -30±4 -40±6 -36±6 -46±8 -38±6 -38±5 -22±4 -34±5 -30±5 
L. acidophilus -41±7 -37±6 -50±7 -45±6 -57±9 -48±7 -47±7 -27±4 -42±6 -38±6 

Примечание. Номера цельных докритических экстрактов, произведенных ООО «Казанский завод экстрактов» с помощью 
сжиженного СО2 при давлении 7,3 МПа и температуре 20°С, соответствуют следующему растительному сырью, из ко-
торого их получали: 1 – корни Glycyrrhiza glabra; 2 – цветки Malva sylvestris; 3 – цветки Calendula officinalis; 4 – трава 
Helichrysum arenarium; 5 – корни Chelidonium majus; 6 – листья Betula pendula; 7 – листья Juglans regia; 8 – молодые побеги 
Viscum album; 9 – плоды Hippophae rhamnoides; 10 – семена Píper nígrum. Методику определения εV см. в разделе «Экспери-
ментальная часть».  

 

Таблица 2. Степени активирования (+) либо ингибирования (–) жизнедеятельности Lactobacillus acidophilus  

(εV, %) при разной продолжительности их инкубирования в присутствии различных количеств исследуемых  
растительных экстрактов  
Table 2.  Activation (+) or inhibition (–) degrees of Lactobacillus acidophilus  

vital activity (εV,%) at various incubation time in the presence  
of different plant extracts  
 

СТЕ k 
Тестируемые экстракты 

№ 1 № 2 № 3 № 4 № 5 № 6 № 7 № 8 № 9 № 10 

3 

2 -61±9 -54±7 -71±9 -61±8 -70±9 -60±8 -63±9 -44±7 -51±7 -52±7 

4 -53±7 -45±7 -65±9 -55±8 -63±8 -56±8 -52±7 -39±6 -44±7 -44±6 

6 -41±7 -37±6 -50±7 -45±6 -57±9 -48±7 -47±7 -27±4 -42±6 -38±6 

1,5 

2 -19±3 -17±2 -22±3 -19±3 -23±3 -19±3 -20±3 -14±2 -15±2 -17±3 

4 -17±3 -14±2 -20±3 -17±3 -20±3 -18±3 -16±2 -12±2 -13±2 -15±2 

6 -13±2 -12±2 -16±2 -14±2 -18±3 -15±2 -15±2 -8±1 -12±2 -13±2 

0,5 

2 15±2 13±2 17±3 15±2 18±3 30±4 20±3 21±3 20±3 22±3 

4 -2±0,3 -2±0,3 5±1 4±0,7 11±2 3±0,5 2±0,3 1±0,2 7±1 8±1 

6 -7±1 -5±1 -9±1 -7±1 -10±2 -1±0,2 -7±1 -7±1 -7±1 -8±1 

0,2 

2 27±4 31±4 53±6 39±5 37±5 28±4 49±6 58±7 32±4 26±4 

4 19±3 25±4 34±5 35±5 42±6 22±4 41±6 43±6 28±4 19±3 

6 9±1 16±2 28±4 25±4 22±3 18±3 32±5 33±5 26±4 18±3 
Примечание. СТЕ – концентрация РЭ в тестовой среде, % об.; k – продолжительность инкубирования тестовой среды, ч. 
Тестируемые экстракты те же, что и в табл. 1. 

 

 
 

Биологическая активность тестированных экстрактов в отношении L.acidophilus 
при разных концентрациях ТЭ в тестовой среде, % об.: а – 3; b – 1,5; c – 0,5; d – 0,2. 

 

Comparative biological activity of tested extracts (TE) against L.acidophilus at different TE concentrations 
in the test medium, % vol.: a – 3; b – 1.5; c – 0.5; d – 0.2 
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Из рисунка и табл. 2 видно, что с изменением 
концентрации ТЭ в тестовой среде довольно су-
щественно может меняться и характер их биоло-
гической активности относительно других ТЭ. 
Причем особенно отчетливо это видно на при-
мере концентраций ТЭ в тестовой среде (СТЕ) 
меньших 1,5% об.  

Также разную биологическую активность имели 
ТЭ, полученные из разных частей разных расте-
ний. Так, например, при СТЕ = 3% об. пролонгиро-
ванная антибиотическая активность (количествен-
но характеризуемая в табл. 2 величиной εV,6, опре-
деляемой через 6 ч инкубации тестовых микроор-
ганизмов в присутствии ТЭ) экстракта, полученного 
из корней чистотела большого (εV,6 = -57±9%, см. 
№ 5 в табл. 2), с 95%-й достоверностью превыша-
ла активность экстрактов, полученных из побегов 
омелы белой и семян перца черного (εV,6 = -27±4 и -
38±6% соответственно, см. экстракты № 8 и № 10 
в табл. 2). В то же время при СТЕ = 0,2% об. про-
биотическая пролонгированная активность экс-
тракта, полученного из побегов омелы белой 
(εV,6 = 33±5 %), с 95%-й достоверностью превыша-
ла активность экстрактов, полученных из корней 
чистотела большого и семян перца черного 
(εV,6 = 22±3 и 18±3% соответственно). Последние в 
свою очередь с 95%-й достоверностью превышали 
пролонгированную пробиотическую активность 
экстракта, полученного из корней солодки голой 
(εV,6 = 9±1%, см. № 1 в табл. 2).  

В целом же среди исследованных экстрактов 
наиболее активные пролонгированные (долго-
строчные) антибиотические свойства в отноше-
нии тестовых микроорганизмов проявили экс-
тракты из корней чистотела большого (№ 5) и 
цветков календулы лекарственной (№ 3) при 
СТЕ ≥ 3% об., в то время как наиболее активные 
пролонгированные пробиотические свойства 
проявили экстракты из побегов омелы белой 
(№ 8) и листьев грецкого ореха (№ 7) при 
СТЕ = 0,2% об. 

Краткосрочная (начальная) про- либо антибио-
тическая активность ТЭ (количественно характери-
зуемая в табл. 2 величиной εV,2, определяемой  
через 2 ч инкубации тестовых биобъектов в при-
сутствии ТЭ) в большинстве случаев была суще-
ственно больше их долгострочной активности  
(как уже говорилось, характеризуемой нами вели-
чиной εV,6; см. табл. 2). Это объясняется, вероятно, 
как адаптацией тестовых биобъектов к присут-
ствию ТЭ, так и уменьшением с течением времени 
активности и общего количества БАВ, содержа-
щихся в ТЭ, приходящегося на один биообъект. 
Последнее является следствием того, что общее 
количество биообъектов во время инкубации  
содержащей их тестовой среды увеличивалось,  
в то время как активность и общее количество 
БАВ, содержащихся в ТЭ, в ходе инкубации  
содержащей их тестовой среды уменьшалось 
вследствие биохимической и физико-химической 

денатурации и деструкции этих БАВ.  
Среднесрочная (по времени взаимодействия 

ТЭ с тестовыми биобъектами) про- либо анти-
биотическая активность ТЭ (количественно ха-
рактеризуемая в табл. 2 величиной εV,4, опреде-
ляемой через 4 ч инкубации тестовых сред с ТЭ) 
в большинстве случаев была промежуточной 
между εV,2 и εV,6 (см. табл. 2). 

И наконец, с уменьшением концентрации ТЭ в 
тестовой среде их антибиотическая активность в 
отношении тестовых микроорганизмов монотонно 
уменьшалась, а пробиотическая активность, 
наоборот, увеличивалась. Так, например, при 
СТЕ = 3, 1,5 и 0,2% об. значения εV,6 для экстракта 
из травы бессмертника песчаного были равны  
-45±6, -14±2 и 25±4% соответственно; а значения 
εV,6 для экстракта из корней чистотела большого 
были равны -57±9, -18±3 и 22±3% соответственно 
(см. табл. 2 для экстрактов № 4 и № 5). 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Таким образом, мы убедились, что с помо-

щью представленной в настоящей работе мето-
дики можно более экспрессно, объективно и ин-
формативно, чем при использовании стандарт-
ных визуальных методов микробиологического 
тестирования, оценивать влияние различных 
образцов фармацевтической, косметической, 
пищевой и другой продукции (такой, например, 
как растительные экстракты) на динамику жиз-
ненной активности разных микроорганизмов. 
Кроме того, представленная методика менее 
материало- и трудоемка, а также дает гораздо 
больше возможностей для автоматизации про-
цесса анализа. При этом экспрессность пред-
ставляемой методики достигается за счет ее 
большей чувствительности к начальным измене-
ниям метаболической активности тестовых мик-
роорганизмов в присутствии тестируемых образ-
цов (обуславливаемой, в частности, заменой ви-
зуальных методов измерений на инструменталь-
ные). А более высокая объективность и инфор-
мативность представляемой методики по срав-
нению со стандартными микробиологическими 
методами достигается за счет того, что, эта ме-
тодика дает возможность оценивать динамику 
изменения жизненной активности микроорганиз-
мов на множестве произвольно выбираемых 
временных отрезков, в отличие от большинства 
ранее использовавшихся методик микробиоло-
гического тестирования, где измерения произво-
дятся лишь один раз в конце периода инкубации 
тестируемых образцов. Коме того, представляе-
мая методика предполагает оценку изменения 
жизненной активности микроорганизмов сразу по 
нескольким независимым показателям (таким 
как рН, редокс-потенциал и электропроводность 
тестовой среды с жизнеспособными микроорга-
низмами), а не только по одному (мутности те-
стовой среды, числу колоний микроорганизмов 
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или величине зоны задержки их роста), как в 
случае большинства ранее использовавшихся 
микробиологических методик. 

Вышеперечисленное делает представленную 
методику доступной для более широкого приме-
нения, чем ранее используемые методы микро-
биологического тестирования. А это в свою оче-
редь является весьма актуальным в свете того, 
что одним из важных условий обеспечения 
должного уровня безопасности и качества жизни 
людей является не только своевременное и ка-
чественное тестирование новой фармацевтиче-
ской, пищевой и иной продукции, а также от-
дельных ингредиентов и добавок к ней (таких 
например, как различные растительные экстрак-
ты); но и постоянный широкий мониторинг про- и 
антибиотических свойств уже допущенной к мас-
совому употреблению продукции с целью выяв-
ления недоброкачественных, либо успевших до 
окончательной реализации испортиться или пре-
терпеть химическое или биологическое зараже-
ние ее образцов. 

В отношении же собственно исследованных 
нами растительных экстрактов следует отметить 
следующее. Среди исследованных экстрактов 
наиболее активные пролонгированные антибио-
тические свойства проявили экстракты из корней 
чистотела большого и цветков календулы лекар-
ственной при их концентрации в тестовой среде 
3% об. и выше. Наиболее активные пролонгиро-
ванные пробиотические свойства проявили экс-
тракты из побегов омелы белой и листьев грец-
кого ореха при их концентрации в тестовой среде 

0,2% об. (см. табл. 2). 
Краткосрочная (начальная) про- и антибиоти-

ческая активность протестированных экстрактов 
в большинстве случаев была достоверно выше 
их долгострочной (пролонгированной) активно-
сти, в то время как среднесрочная (по времени 
взаимодействия тестированных экстрактов с те-
стовыми микроорганизмами) про- и антибиоти-
ческая активность тестированных экстрактов, как 
правило, была промежуточной по величине 
между их долгосрочной и краткосрочной актив-
ностью. При этом с уменьшением концентрации 
тестированных экстрактов в тестовой среде их 
антибиотическая активность монотонно и, как 
правило, достоверно уменьшалась, тогда как 
пробиотическая активность увеличивалась (см. 
табл. 2). 

Таким образом, очевидно, что характер про- 
и антибиотической активности фармацевтиче-
ской, пищевой и иной продукции, в том числе 
включающей различные растительные экстрак-
ты, в значительной мере определяется выбором 
не только сырья и способа экстрагирования из 
него биологически активных веществ, но и кон-
центрацией экстракта в продукции, временем ее 
взаимодействия с микробиотой человека или 
иными живыми организмами и т.п. Причем точ-
ный характер этих зависимостей в большинстве 
случаев может быть установлен лишь с помо-
щью значительного числа тестовых испытаний, 
которые удобно проводить с помощью представ-
ленной в данной работе методики. 
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Cорбционные свойства кремнийсодержащих образцов  
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Резюме: Кремнийсодержащие аморфные вещества – диоксид кремния (кремнезем) и алюмосили-
каты, имеют широкий спектр применения благодаря их пористости, химической инертности, 
термической стабильности. Традиционным сырьем для их получения являются кварц, диато-
мит, различные по составу силикаты. Однако методы выделения чистых соединений доста-
точно дороги и энергоемки. В качестве альтернативного сырья можно использовать возобнов-
ляемые и многотоннажные растительные отходы, содержащие большое количество кремния. К 
таковым относятся, например, шелуха и солома риса (Oryza sativa). Основным достоинством 
этого сырья являются невысокая стоимость, практически постоянный химический состав для 
одного вида растения, при этом методы переработки просты и не требуют больших финансо-
вых затрат. Ввиду высокого содержания диоксида кремния в рисовой шелухе и соломе продукты 
их переработки являются эффективными адсорбентами многих типов поллютантов из водных 
растворов. В литературе имеются данные о взаимодействии разных микроорганизмов с син-
тетическими высокодисперсными материалами на основе диоксида кремния минерального про-
исхождения, но практически отсутствуют сведения для биогенных форм кремнезема и алюмо-
силикатов, источником которых могут быть отходы производства риса. Ранее нами была 
установлена избирательная способность ряда кремнийсодержащих образцов, выделенных из ри-
совых отходов, в зависимости от сырья (шелуха или солома) и условий получения, связывать 
разные по природе бактерии на примере Escherichia coli, Streptococcus aureus, Candida albicans, 
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis. Целью настоящей работы являлось изучение сорбции 
образцами аморфного диоксида кремния и алюмосиликатов, полученными из шелухи и соломы 
риса, тестовых культур Escherichia coli и Bacillus subtilis. Образцами сравнения служили коммер-
ческие продукты: природный алюмосиликат – вспученный вермикулит и сорбент «Белый уголь», 
который содержит примерно равные доли кремнезема и микрокристаллической целлюлозы. По-
лученные результаты обсуждены в сопоставлении с физико-химическими параметрами ве-
ществ: составом, ИК-спектрами поглощения, характеристикой кислотно-основных свойств по-
верхности, полученной методами рН-метрии и адсорбции кислотно-основных индикаторов (ме-
тод Гаммета). Установлена зависимость сорбционной емкости сорбента по отношению к бак-
териям от исходного сырья, состава и метода получения. 
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Abstract: Silicon-containing amorphous substances, such as silicon dioxide (silica) and aluminosilicates, 
have a wide range of applications due to their porosity, chemical inertness and thermal stability. These 
materials are conventionally produced from quartz, diatomite and silicates of various compositions. How-
ever, the existing methods for isolating pure compounds are quite expensive and energy intensive. Re-
newable biological waste containing large amounts of silicon, e.g. rice husks and straw (Oryza sativa), can  
be used as an alternative raw material. The main advantages of such a material consist in its low cost, 
almost constant chemical composition, as well as simple and relatively inexpensive processing methods. 
Due to the high content of silicon dioxide in rice husks and straw, their recycling products are effective ad-
sorbents of many types of pollutants from aqueous solutions. Although some publications describe intera c-
tion processes between microorganisms and highly-dispersive synthetic materials based on silicon dioxide 
of mineral origin, there is a lack of information on the biogenic forms of silica and aluminosilicates  obtained 
from rice production wastes. In previous studies, we established the ability of a number of silicon -
containing samples isolated from rice production wastes, depending on the raw material (husk or straw) 
and production conditions, to bind different bacteria, e.g. Escherichia coli, Streptococcus aureus, Candida 
albicans, Pseudomonas aeruginosa and Bacillus subtilis. In this work, we studied the sorption action of 
amorphous silicon dioxide and aluminosilicates obtained from rice husks and straw against the test cu l-
tures of Escherichia coli and Bacillus subtilis. The reference materials were such commercial products as 
expanded vermiculite (natural aluminosilicate) and the ‘White Coal’ sorbent containing approximately 
equal proportions of silica and microcrystalline cellulose. The obtained results were discussed in the co n-
text of the physicochemical parameters of the studied substances, including their chemical composition, IR 
absorption spectra, characteristics of the acid-base properties of the surface assessed by the methods of 
pH-metry and adsorption of acid-base indicators (Hammett's method). It was established that the sorption 
capacity of a sorbent in relation to bacteria depends on the initial material, its composition and production 
method. 
 

Keywords: rice, waste, silica, aluminosilicates, microorganisms, sorption 
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ВВЕДЕНИЕ 
На сегодняшний день существует большой 

выбор сорбентов, обладающих поглощающими 
свойствами по отношению к микроорганизмам в 
зависимости от задач, стоящих, например, в 
биотехнологии, при очистке водных сред или 
организма человека. В качестве активных ком-
понентов такие сорбенты могут содержать ве-
щества различной природы (органические, уг-
леродные, кремнийсодержащие или комбини-
рованные) и структуры, связывая токсины ионо-
обменным, абсорбционным, адсорбционным 
или комплексообразовательным методом [1–3]. 
В данной работе рассмотрены материалы толь-
ко на основе диоксида кремния и алюмосилика-
тов, имеющие широкий спектр применения, в 
том числе и в качестве сорбентов. Традицион-
ным для их получения является минеральное 
сырье: кварцевые пески, каолиновые глины и 
горные породы [4–6], переработка которых тре-
бует больших финансовых затрат. Альтерна-
тивным возобновляемым источником кремния 
могут служить кремнефильные растения и, 
прежде всего, многотоннажные сельскохозяй-
ственные отходы производства риса – солома 
(РС) и шелуха (РШ), содержащие в зависимости 
от сорта растения до 20% диоксида кремния  
[7–11]. Некоторые физико-химические свойства 

аморфного кремнезема и алюмосиликатов,  
полученных из рисовых отходов, описаны в ра-
ботах [12–14]. 

Преимуществами такого сырья является не 
только возможность утилизации пожароопасных 
отходов, но и довольно простые и дешевые 
способы его переработки, которые определены 
требованиями к составу и качеству конечных 
продуктов. В литературе недостаточно данных 
по адсорбции микроорганизмов кремнийсодер-
жащими продуктами, полученными из рисовых 
отходов. Ранее в работе [15] была показана из-
бирательная способность подобных образцов 
связывать микроорганизмы на примере Esche-
richia coli, Streptococcus aureus, Candida albi-
cans, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis. 
В публикации [16] приведены сведения о взаи-
модействии микроорганизмов с синтетическими 
высокодисперсными материалами на основе 
диоксида кремния минерального происхожде-
ния. Целью настоящей работы являлось изуче-
ние сорбции бактерий E. coli и B. subtilis образ-
цами аморфного диоксида кремния и алюмоси-
ликатов, полученными из шелухи и соломы ри-
са, в сравнении с коммерческими продуктами – 
вспученным вермикулитом и энтеросорбентом 
«Белый уголь». Выбор образцов сравнения 
обусловлен их схожестью по составу с крем-

https://doi.org/10.21285/2227-2925-2020-10-4-603-612
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нийсодержащими образцами из растительного 
сырья, а также их известными сорбционными 
свойствами [17–19].  

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Объекты исследования. В таблице представ-

лены следующие кремнийсодержащие образцы, 
методы их получения и элементный состав: 
аморфный диоксид кремния (1–3) и алюмосиликат 
натрия (4) получены из шелухи и соломы риса, 
отобранных в Федеральном научном центре агро-
биотехнологий Дальнего Востока им. А.К. Чайки  
(п. Тимирязевский, Приморский край); вспученный 
вермикулит Кокшаровского месторождения (Кш) 
Приморского края (5) – коммерческий продукт [20]; 
образец, полученный обработкой соляной кисло-
той вермикулита Кш (6); продукт обработки верми-
кулита (Кш) растворами HCl, FeCl3, FeCl2 и щелоч-
ным гидролизатом РС (7) [21]; коммерческий сор-
бент «Белый уголь», производители ООО «Внеш-
торг Фарма», Москва (8) и ООО «Омнифарма Ки-
ев» (9). 

Инструментальные методы исследования. 
Анализ образцов проводили химическими и фи-
зико-химическими методами. Содержание 
кремния определяли весовым методом соглас-
но ГОСТ 9428-73

1
. Для установления элемент-

ного состава использовали атомно-абсорб-
ционный спектрофотометр АА-780 (Shimadzu, 
Япония). ИК-спектры поглощения были записа-
ны на Фурье-спектрометре Vertex 70 (Bruker, 
Германия) в области 400–4000 см

-1
 в бромиде 

калия. Рентгеновские дифрактограммы записы-
вали на дифрактометре D8 Advance (Bruker, 
Германия) в Сu Кα-излучении. Идентификацию 
фаз проводили с использованием программы 
EVA по базе данных PDF-2. 

Кислотно-основные свойства поверхности 
сорбентов изучали методами pH-метрии

2,3
, 

позволяющими оценить интегральную кислот-
ность поверхности образцов, и методуГаммета, 
указывающему на распределение по поверхно-
сти кислотно-основных центров. Анализ по-
верхности образцов проводили методом ад-
сорбции кислотно-основных индикаторов (метод 
Гаммета) с использованием 21 индикатора со 
значениями pKa в интервале от -0,29 до +16,80. 
По полученным данным были построены кри-
вые распределения центров адсорбции индика-
торов на поверхности исследованных образцов, 
как и в работах [14, 22]. 

 

Сорбция микроорганизмов. Для исследова-
ния сорбционных характеристик в работе ис-
пользовались тест-культуры микроорганизмов, 
хранящиеся в музее культур Национального 
научного центра морской биологии им. 
А.В. Жирмунского Дальневосточного отделения 
Российской академии наук: E. coli ATCC 15034, 
B. subtilis BKM B501. Штаммы культивировали 
на триптозно-соевом агаре (Caso-agar, Merck) в 
течение 24 ч при 28 ºС. Колонии бактерий сус-
пендировали в растворе 0,05 М NaCl для полу-
чения суспензии с оптической плотностью 
OD670 = 0,300. Интенсивность адсорбции микро-
организмов образцами исследовали двумя ме-
тодами: фильтрованием бактериальных суспен-
зий через определенное количество порошка и 
стандартным методом изучения взаимодей-
ствия микроорганизмов с сорбентом путем их 
совместного культивирования. При использова-
нии первого метода 0,5 см

3
 порошка помещали 

на фильтровальную бумагу и пропускали через 
него 10 см

3
 суспензии, содержащей 10

8 
кл/см

3
. 

Концентрацию клеток в суспензии после филь-
трования оценивали спектрофотометрически и 
определяли по предварительно построенным 
градуировочным кривым. Процентное содержа-
ние адсорбированных клеток устанавливали по 
следующему уравнению: 

 

0 1

0

100%,
С С

I
С


   

 

где С0 и С1 – концентрация бактериальных кле-
ток в суспензии до и после взаимодействия со-
ответственно (кл/см

3
). 

Для определения эффективности сорбции 
микроорганизмов сорбентами при использова-
нии второго метода 1,0 см

3
 кремнийсодержащих 

образцов смешивали с 20 см
3
 бактериальной 

суспензии, содержащей 10
8 

кл/см
3
. Смесь пере-

мешивали в течение 1 ч и затем центрифугиро-
вали при 4000 об./мин в течение 15 мин. Кон-
центрацию клеток в суспензии после центрифу-
гирования оценивали турбидиметрически, как 
описано выше.  

Адсорбцию бактериальных клеток изучали в 
растворе NaCl (0,05 М) при рН = 7. Все полу-
ченные экспериментальные данные по адсорб-
ции микроорганизмов представляют собой 
среднее значение трех независимых экспери-
ментов в трех повторностях. 

 
   

1
ГОСТ 9428-73. Кремний(IV) оксид. Технические условия. М.: Издательство стандартов, 1993. 12 с.  

2
Минакова Т.С. Адсорбционные процессы на поверхности твердых тел: учеб. пособие. Томск: Изд -во Том-

ского ун-та, 2007. 283 с. 
3
Иконникова К.В., Иконникова Л.Ф., Минакова Т.С., Саркисов Ю.С. Теория и практика рН-метрического опре-

деления кислотно-основных свойств поверхности твердых тел: учеб. пособие. Томск: Изд-во Томского поли-
технического университета, 2011. 85 с. 
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
Элементный состав и строение образцов. 

Согласно данным рентгенофазового анализа, об-
разцы 1–4, 6 и 7 находятся в аморфном состоянии, 
образец 5 – в кристаллическом [20], а 8 – в аморф-
но-кристаллическом (идентифицируются две фазы 
кремнезема: тридимит и коэсит). На рис. 1 показа-
ны рентгенограммы образцов 2 и 5. Содержание 
кремния в образцах в пересчете на SiO2 (см. таб-
лицу) варьирует в диапазоне ~32–99%. Сорбент 
«Белый уголь» (образец 8) содержит примерно 
равные доли диоксида кремния и микрокристалли-
ческой целлюлозы, а также другие наполнители 
(декстрозу, кроскарамеллозу натрия, тальк и стеа-
рат магния). 

 

 
 

Рис. 1. Рентгенограммы кремнийсодержащих образцов  
из растительного и минерального сырья (номер линии 
соответствует номеру образца по таблице) 
 

Fig. 1. X-ray diffraction patterns of silicon-containing samples 
from plant and mineral raw materials (line number  
corresponds to the sample number according to Table) 

 

Образцы 1–5, как показано ранее в [13, 20, 22], 
относятся к мезопористым сорбентам с диаметром 
пор 3,0–19,0 нм. Наибольшей однородностью пор 
характеризуются образцы кремнезема из РШ [23]. 
Значения величины удельной поверхности (Sуд.) 
для кремнийсодержащих образцов 1–4 значитель-
но различаются между собой: наибольшие значе-
ния Sуд. имеют образцы 2, 3, полученные из рисо-
вой шелухи (231 и 479 м

2
/г соответственно) [13], 

термический кремнезем (образец 1) – 62 м
2
/г, для 

образца 4, выделенного из соломы риса, эта вели-
чина равна 69 м

2
/г [22], а для вермикулита (обра-

зец 5) – 8,9 м
2
/г [20]. 

ИК спектры поглощения образцов 1–3 описа-
ны в работах [12, 13], образцов 4 и 5 – в [14, 20]. 
Все они характеризуются наличием полос погло-
щения в области ~ 467, 800 и 1095–1101 см

-1
, со-

ответствующим валентным и деформационным 
колебаниям силоксановых связей Si-O-Si, имею-
щихся в аморфном диоксиде кремния (образцы  
1–3). В образце 3 наблюдается также полоса при ~ 
958 см

-1
, свидетельствующая о силанольных свя-

зях Si-OH в этом веществе. В спектре образца 4 
полоса валентных асимметричных силоксановых 
связей проявляется в области ~1010 cм

-1
, что спе-

цифично для алюмосиликатов. На присутствие в 
образце воды указывают полосы поглощения ва-

лентных (~3400 см
-1
) и деформационных 

(~1640 см
-1
) связей О–Н. На рис. 2 показаны ИК-

спектры образцов 2–4 и 8. 
 

 
 

Рис. 2. ИК-спектры поглощения кремнийсодержащих  
образцов из растительного и минерального сырья 
(номер линии соответствует номеру образца по таблице) 
 

Fig. 2. IR absorption spectra of silicon-containing samples from 
plant and mineral raw materials (line number  
corresponds to the sample number according to Table) 

 

Кислотно-основные свойства поверхности. 
Кривые изменения рН водных суспензий образцов 
аморфного диоксида кремния (1–3) и алюмосили-
катов (4, 5) представлены на рис. 3 в сравнении с 
дистиллированной водой. Значение pH водных 
суспензий образцов 1–3 (рис. 3, а) изменяется в 
зависимости от схемы получения кремнезема: от 
щелочного 10,0 (3) и 8,9 (1) до слабокислого 6,4 (2). 
Отметим, что в статье [15] были приведены значе-
ния дзета-потенциала для образцов аморфного 
кремнезема из РШ, аналогичные образцам 1–3 в 
данном исследовании, которые характеризовались 
отрицательным значением в диапазоне от -9,63 до 
-42,2 мВ в зависимости от схемы получения образ-
ца. Щелочную среду (рН = 9,4) имеет также водная 
суспензия алюмосиликата натрия (образец 4), по-
лученного из РС, в то время как суспензия верми-
кулита (образец 5) показывает слабокислую среду 
(рН = 6,3) (рис. 3, b). 

На рис. 4 показаны кривые распределения 
центров адсорбции индикаторов, найденные мето-
дом Гаммета, на поверхности образцов диоксида 
кремния (1–3) и алюмосиликатов (4, 5). Поверх-
ность образцов 1–3 характеризуется наличием 
следующих активных центров: льюисовские кис-
лотные (pKa +16,8), бренстедовские основные (pKa 
+ 10,0; 7,15) и слабокислотные (pKa +6,4) центры 
(рис. 4, а). Особенностью образца 3, полученного в 
щелочной среде, является большее количество 
анионных гидроксилов, обладающих бренстедов-
ской основностью при pKa +7,15; +10,0. Количество 
слабокислотных бренстедовских центров в образ-
цах 1–3 изменяется от 3,5 (образец 2) до 10,7·10

-2
 

(образец 1) ммоль/г. 
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а b 
 

Рис. 3. Значение рН водной суспензии кремнийсодержащих образцов из растительного и минерального сырья  
(номер образца по таблице) 

 

Fig. 3. pH of aqueous suspension of silicon-containing samples from plant and mineral raw materials 
(number according to Table) 

 

В спектре распределения центров адсорбции 
алюмосиликата (рис. 4, b), полученного из РС 
(образец 4), присутствуют основные 4 полосы, 
описывающие следующие активные центры: 
бренстедовские кислотные (pKa +2,5 и 3,46), 
слабокислотные (pKa +6,4), основные (pKa +9,45) 
и льюисовские кислотные (pKa +16,8). Отличи-
тельной особенностью поверхности образца 4 
является присутствие большого количества кис-
лот Бренстеда при рКа 2,5 и 3,46, образующихся 
при взаимодействии с водой и обусловленные 
Si-OH-группами. Природный вермикулит (обра-
зец 6) имеет те же центры, но в значительно 
меньшем количестве. 

Сорбция микроорганизмов. Эффективность 
сорбции бактерий E. coli и B. subtilis кремнийсо-
держащими образцами (см. табл. 1) показана на 
рис. 5. Как свидетельствуют данные, все иссле-
дованные образцы сорбируют более 50% бакте-
рий кишечной группы E. coli. Сорбционная спо-
собность образцов аморфного кремнезема, полу-
ченных из РШ по разным схемам (образцы 1–3), 

составляет от 66 до 77%, при этом образцы 1 и 2 
оказались более эффективным в отношении 
E. coli в сравнении с образцом 8 (различия до-
стоверны, t-критерий составляет 0,001 при 
р ≤ 0,05). 

Из группы алюмосиликатов (образцы 4–7) 
наибольшая сорбционная эффективность по от-
ношению к бактериям E. coli обнаружена у об-
разца 4, полученного из соломы риса, составля-
ющая 82%, наименьшая (58%) – у природного 
алюмосиликата вермикулита, обработанного со-
ляной кислотой (образец 6). Гибридный сорбент 
(образец 7) связывает указанные бактерии выше 
(76%), чем вспученный вермикулит (образец 5 – 
70%), и сравним с образцом 2 (t-критерий = 0,003 
при р ≤ 0,05). 

Таким образом, исследованные образцы по 
отношению к сорбции грамотрицательных бакте-
рий E. coli можно расположить в следующий ряд 
по поглотительной способности: 4 > 2, 7 > 1 > 
5, 8 > 3 > 6 >9. 

 

 
 

  
а b 

 

Рис. 4. Кислотно-основные центры Гаммета на поверхности кремнийсодержащих образцов 
из растительного и минерального сырья (номер по таблице) 

 

Fig. 4. Acid-basic Hammet centers on the surface of silicon-containing samples from plant 
and mineral raw materials (number according to Table) 
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Рис. 5. Эффективность сорбции E. coli и B. subtilis  
кремнийсодержащими образцами из растительного 
и минерального сырья (номер – по таблице) 
 

Fig. 5. Sorption efficiency of E. coli and B. subtilis  
by silicon-containing samples from plant and mineral raw 
materials (number – according to Table) 

 
Сопоставление данного ряда с характеристи-

кой поверхности образцов показывает следую-
щее: 

1) рН водной суспензии образца не влияет на 
связывание данных бактерий (образцы 3 и 4 
имеют близкие значения рН) (см. рис. 3); 

2) существует взаимосвязь между сорбцией 
бактерий и большим количеством сильнокислот-
ных бренстедовских центров (рКа 2,5) и льюи-
совских кислотных центров (рКа 16,8) в образце 4 
(см. рис. 4);  

3) процесс сорбции бактерий в алюмосилика-
тах (образцы 4, 6, 7) и аморфных кремнеземах 
(образцы 1–3), вероятно, также связан с эле-
ментным составом: разным содержанием в них 
одновалентных (натрия и/или калия) и трехва-
лентных (алюминия, железа) металлов. 

Эффективность сорбции грамположительных 
бактерий B. subtilis исследованными образцами 
заметно меньше, чем бактерий E. coli (см. рис. 5) и 
составляет для диоксида кремния из РШ (образцы 
1–3) 34–40%, для алюмосиликата из РС (обра- 
зец 4) – 59%, а для «Белого угля» (образец 8) – 
46%. Вермикулит (образец 5) сорбирует 40% 
этих бактерий, что заметно ниже сорбционной 
способности гибридного образца 7, который сор-
бирует 54%. Ряд эффективности сорбции образ-
цов по отношению к бактериям B. subtilis можно 

представить следующим: 4>7, 9>8>2, 5>1, 3, 6, 
где место образцов 4, 7, 5, 8 и 6 сопоставимо с 
указанным выше рядом. 

Сопоставление данного ряда с характеристи-
кой поверхности образцов показывает следую-
щее: 

1) рН водной суспензии образца также не 
влияет на связывание данных бактерий 
(см. рис. 3); 

2) возможно, что основное влияние на сорб-
цию бактерий B. subtilis оказывает наличие на 
поверхности образцов сильноосновных центров 
Бренстеда при рКа 9,45, которых больше всего в 
образце 4.  

Сравнительный анализ сорбционной эффек-
тивности коммерческих продуктов «Белый уголь» 
показал, что у образца 8 эффективность сорбции 
по отношению к кишечной палочке E. coli выше 
(70,5±6,7%), чем у образца 9 (43,0±4,1%). При этом 
по отношению к бактериям B. subtilis сорбционная 
способность обоих образцов примерно одинакова 
– 51,0±4,7 и 45,8±4,2% соответственно. Возможно, 
это связано с характеристикой используемого раз-
ными производителями кремнезема и наполните-
лей. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ  
Таким образом, проведенное исследование 

показало, что все кремнийсодержащие образцы, 
полученные из РШ, РС и на основе природного 
вермикулита, проявляют сорбционную актив-
ность по отношению к бактериям штаммов E. coli 
и B. subtilis. Наиболее перспективными в каче-
стве сорбентов E. coli являются: образец диок-
сида кремния (2), полученный по схеме 2 из об-
работанной соляной кислотой РШ; алюмосили-
кат натрия (4), полученный из РС; вспученный 
вермикулит Кокшаровского месторождения (5) с 
размером частиц 0,1–0,25 мм, который сравним 
по эффективности с коммерческим сорбентом 
«Белый уголь»; гибридный сорбент (7).  

Эффективность сорбции данных образцов по 
отношению к бактериям B. subtilis меньше, 
наиболее активными являются образцы 4 и 7 в 
сравнении с «Белым углем». 

 
БИБЛИОГРАФИЧЕСКИЙ СПИСОК 

1. Singh N.B., Nagpal G., Agrawal S., Rachna. 
Water purification by using adsorbents: A review // 
Environmental Technology and Innovation. 2018. 
Vol. 11. P. 187–240. https://doi.org/10.1016/j.eti.20 
18.05.006 

2. Bhatnagar A., Sillanpää M. Utilization of agro-
industrial and municipal waste materials as potential 
adsorbents for water treatment – A review // Chemi- 
cal Engineering Journal. 2010. Vol. 157. Issue 2-3.  
P. 277–296. https://doi.org/10.1016/j.cej.2010.01.007 

3. De Gisi S., Lofrano G., Grassi M., Notarnicola 
M. Characteristics and adsorption capacities of low-
cost sorbents for wastewater treatment: A Review // 

Sustainable Materials and Technologies. 2016. Vol. 
9. P. 10–40. https://doi.org/10.1016/j.susmat.2016. 
06.002 

4. Khatsrinov A.I., Mezhevich Z.V., Kornilov 
A.V., Lygina T.Z. Inorganic sorbents based on modi-
fied natural calcium- and iron-containing aluminosili-
cates // Inorganic Materials. 2019. Vol. 55. Issue 11. 
P. 1138–1145. https://doi.org/10.1134/S00201685 
19110062  

5. Fonseca D., Barba F., Callejas P., Recio P. 
Application of clay minerals from Cayo Guan, Cuba, 
as sorbents of heavy metals and ceramic raw mate-
rials // Boletin de la Sociedad Espanola de Cerami-



Харченко У.В., Арефьева О.Д., Панасенко А.Е. и др. Cорбционные свойства … 
Kharchenko U.V., Arefieva O.D., Panasenko A.E. et al. Sorption action … 

 

 

610 
 

ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 
 

  
 

ca y Vidrio. 2012. Vol. 51. Issue 5. P. 261–268. 
https://doi.org/10.3989/cyv.372012 

6. Li X., Li B., Xu J., Wang Q., Pang X., Gao X., 
et al. Synthesis and characterization of Ln-ZSM-
5/MCM-41 (Ln = La, Ce) by using kaolin as raw ma-
terial // Applied Clay Science. 2010. Vol. 50. Issue 1. 
P. 81–86. https://doi.org/10.1016/j.clay.2010.07.006 

7. Ahmaruzzaman M., Gupta V.K. Rice husk 
and its ash as low-cost adsorbents in water and 
wastewater treatment // Industrial and Engineering 
Chemistry Research. 2011. Vol. 50. Issue 24. P. 
13589–13613. https://doi.org/10.1021/ie201477c 

8. Della V.P., Kuhn I., Hotza D. Rice husk ash as 
an alternate source for active silica production // Mate-
rials Letters. 2002. Vol. 57. Issue 4. P. 818–821. 
https://doi.org/10.1016/S0167-577X(02)00879-0 

9. Chuah T.G., Jumasiah A., Azni I., Katayon S., 
Choong S.Y.T. Rice husk as a potentially low-cost bio-
sorbent for heavy metal and dye removal: an overview 
// Desalination. 2005. Vol. 175. Issue 3. P. 305–316. 
https://doi.org/10.1016/j.desal.2004.10.014 

10. Kim M., Yoon S.H., Choi E., Gil B. Compari-
son of the adsorbent performance between rice hull 
ash and rice hull silica gel according to their struc-
tural differences // LWT – Food Science and Tech-
nology. 2008. Vol. 41. Issue 4. P. 701–706. https:// 
doi.org/10.1016/j.lwt.2007.04.006 

11. Dai Y., Sun Q., Wang W., Lu L., Liu M., Li J., 
et al. Utilizations of agricultural waste as adsorbent 
for the removal of contaminants: A review // Chemo-
sphere. 2018. Vol. 211. P. 235–253. https://doi.org/ 
10.1016/j.chemosphere.2018.06.179  

12. Zemnukhova L.A., Fedorishcheva G.A., 
Egorov A.G., Sergienko V.I. Recovery conditions, 
impurity composition, and characteristics of amor-
phous silicon dioxide from wastes formed in rice 
production // Russian Journal of Applied Chemistry. 
2005. Vol. 78. Issue 2. P. 319–323. https://doi.org/ 
10.1007/s11167-005-0283-2 

13. Zemnukhova L.A., Panasenko A.E., Fe-
dorishcheva G.A., Maiorov V.Y., Tsoi E.A., Shapkin 
N.P., et al. Composition and structure of amorphous 
silica produced from rice husk and straw // Inorganic 
Materials. 2014. Vol. 50. Issue 1. P. 75–81. https: 
//doi.org/10.1134/S0020168514010208 

14. Панасенко А.Е., Борисова П.Д., Арефьева 
О.Д., Земнухова Л.А. Алюмосиликаты из соломы 

риса: получение и сорбционные свойства // Хи-
мия растительного сырья. 2019. N 3. С. 291–298. 
https://doi.org/10.14258/jcprm.2019034278  

15. Zemnukhova L., Kharchenko U., Beleneva I. 
Biomass derived silica containing products for re-
moval of microorganisms from water // International 
Journal of Environmental Science and Technology. 
2014. Issue 12. P. 1495–1502. https://doi.org/10.10 
07/s13762-014-0529-8 

16. Медицинская химия и клиническое при-
менение диоксида кремния / под ред. А.А. Чуйко. 
Киев: Наукова думка, 2003. 415 с.  

17. Лейкин Ю.А., Черкасова Т.А., Смагина 
Н.А. Вермикулитовый сорбент для очистки воды 
от нефтяных углеводородов // Сорбционные и 
хроматографические процессы. 2009. Т. 9. N 1. 
С. 104–117.  

18. Хальченко И.Г., Шапкин Н.П., Свистунова 
И.В., Токарь Э.А. Химическая модификация вер-
микулита и исследование его физико-химических 
свойств // Бутлеровские сообщения. 2015. Т. 41. 
N 1. С. 74–82.  

19. Конорев М.Р. Клиническая фармакология 
энтеросорбентов нового поколения // Вестник 
фармации. 2013. N 4 (62). С. 79–85. 

20. Земнухова Л.А., Панасенко А.Е., Поляко-
ва Н.В., Курявый В.Г., Арефьева О.Д., Земнухов 
В.А. Вермикулит Кокшаровского месторождения 
(Приморский край) и его свойства // Химия в ин-
тересах устойчивого развития. 2018. Т. 26. N 1. 
С. 19–26. https://doi.org/10.15372/KhUR20180104 

21. Shapkin N.P., Khal'chenko I.G., Panasenko 
A.E., Leont'ev L.B., Razov V.I. Hybrid composite 
materials based on natural layered silicates // Inor-
ganic Materials. 2018. Vol. 54. Issue 9. P. 965–969. 
https://doi.org/10.1134/S0020168518090145 

22. Arefieva O.D., Pirogovskaya P.D., Panasen-
ko A.E., Zemnukhova L.A. Acid-base properties of 
aluminosilicates from rice husk and straw // SN Ap-
plied Sciences. 2020. Vol. 2. Art. 894. https://doi. 
org/10.1007/s42452-020-2732-1 

23. Zemnukhova L.A., Babushkina T.A., Klimo- 
va T.P., Ziatdinov A.M., Kholomeiydik A.N. Structural 
features of amorphous silica from plants // Applied 
Magnetic Resonance. 2012. Vol. 42. Issue 4. P. 577–
584. https://doi.org/10.1007/s00723-012-0332-y 

 
REFERENCES 

1. Singh NB, Nagpal G, Agrawal S, Rachna. 
Water purification by using adsorbents: A review. 
Environmental Technology and Innovation. 2018;11: 
187–240. https://doi.org/10.1016/j.eti.2018.05.006 

2. Bhatnagar A, Sillanpää M. Utilization of agro-
industrial and municipal waste materials as potential 
adsorbents for water treatment – A review. Chemi-
cal Engineering Journal. 2010;157(2-3):277–296. 
https://doi.org/10.1016/j.cej.2010.01.007 

3. De Gisi S, Lofrano G, Grassi M, Notarnicola 
M. Characteristics and adsorption capacities of low-

cost sorbents for wastewater treatment: A Re- 
view. Sustainable Materials and Technologies. 
2016;9;10–40. https://doi.org/10.1016/j.susmat.20 
16.06.002 

4. Khatsrinov AI, Mezhevich ZV, Kornilov AV, 
Lygina TZ. Inorganic sorbents based on modified 
natural calcium- and iron-containing aluminosili-
cates. Inorganic Materials. 2019;55(11):1138–1145. 
https://doi.org/10.1134/S0020168519110062  

5. Fonseca D, Barba F, Callejas P, Recio P. Ap-
plication of clay minerals from Cayo Guan, Cuba, as 

https://doi.org/10.1134/S0020168518090145


Харченко У.В., Арефьева О.Д., Панасенко А.Е. и др. Cорбционные свойства … 
Kharchenko U.V., Arefieva O.D., Panasenko A.E. et al. Sorption action … 

 

 

 
ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 

 
611 

  
 

sorbents of heavy metals and ceramic raw materi-
als. Boletin de la Sociedad Espanola de Ceramica y 
Vidrio. 2012;51(5):261–268. https://doi.org/10.3989/ 
cyv.372012 

6. Li X, Li B, Xu J, Wang Q, Pang X, Gao X, et 
al. Synthesis and characterization of Ln-ZSM-
5/MCM-41 (Ln = La, Ce) by using kaolin as raw ma-
terial. Applied Clay Science. 2010;50(1):81–86. 
https://doi.org/10.1016/j.clay.2010.07.006 

7. Ahmaruzzaman M, Gupta VK. Rice husk and 
its ash as low-cost adsorbents in water and 
wastewater treatment. Industrial and Engineering 
Chemistry Research. 2011;50(24):13589–13613. 
https://doi.org/10.1021/ie201477c 

8. Della VP, Kuhn I, Hotza D. Rice husk ash as 
an alternate source for active silica production. Ma-
terials Letters. 2002;57(4):818–821. https://doi.org/ 
10.1016/S0167-577X(02)00879-0 

9. Chuah TG, Jumasiah A, Azni I, Katayon S, 
Choong SYT. Rice husk as a potentially low-cost 
biosorbent for heavy metal and dye removal: an 
overview. Desalination. 2005;175(3):305–316. https: 
//doi.org/10.1016/j.desal.2004.10.014 

10. Kim M, Yoon SH, Choi E, Gil B. Comparison 
of the adsorbent performance between rice hull ash 
and rice hull silica gel according to their structural 
differences. LWT – Food Science and Technology. 
2008;41(4):701–706. https://doi.org/10.1016/j.lwt. 
2007.04.006 

11. Dai Y, Sun Q, Wang W, Lu L, Liu M, Li J, et 
al. Utilizations of agricultural waste as adsorbent for 
the removal of contaminants: A review. Chemo-
sphere. 2018;211:235–253. https://doi.org/10.1016/ 
j.chemosphere.2018.06.179  

12. Zemnukhova LA, Fedorishcheva GA, Egorov 
AG, Sergienko VI. Recovery conditions, impurity com-
position, and characteristics of amorphous silicon diox-
ide from wastes formed in rice production. Russian 
Journal of Applied Chemistry. 2005;78(2):319–323. 
https://doi.org/10.1007/s11167-005-0283-2 

13. Zemnukhova LA, Panasenko AE, Fe-
dorishcheva GA, Maiorov VY, Tsoi EA, Shapkin NP, 
et al. Composition and structure of amorphous silica 
produced from rice husk and straw. Inorganic Mate-
rials. 2014;50(1):75–81. https://doi.org/10.1134/S00 
20168514010208 

14. Panasenko AE, Borisova PD, Arefieva OD, 
Zemnukhova LA. Aluminosilicates from rice straw: 

obtaining and sorption properties. Khimija ra-
stitel’nogo syr’ja = Chemistry of plant raw material. 
2019;3:291–298. (In Russian) https://doi.org/10.14 
258/jcprm.2019034278  

15. Zemnukhova L, Kharchenko U, Beleneva I. 
Biomass derived silica containing products for re-
moval of microorganisms from water. International 
Journal of Environmental Science and Technology. 
2014;12:1495–1502. https://doi.org/10.1007/s1376 
2-014-0529-8 

16. Chuiko AA. (ed.) Medical chemistry and cli-
nical application of silicon dioxide. Kiev: Naukova 
dumka; 2003. 415 p. (In Russian) 

17. Leykin YA, Cherkasova TA, Smagina NA. 
Vermiculite sorbent for water cleaning from oil hy-
drocarbons. Sorbtsionnye i Khromatograficheskie 
Protsessy = Sorption and Chromatography Pro-
cesses. 2009;9(1):104–117 (In Russian) 

18. Khalchenko IG, Shapkin NP, Svistunova IV, 
Tokar EA. Physical and chemical properties of the 
modified vermiculite. Butlerovskie soobshcheniya = 
Butlerov Communications. 2015;41(1):74–82 (In 
Russian) 

19. Konorev MR. Clinical pharmacology of en-
terosorbents of new generation. Vestnik farmatsii. 
2013;4:79–85. (In Rissian) 

20. Zemnukhova LA, Panasenko AE, Polyakova 
NV, Kuraviy VG, Arefieva OD, Zemnukhov VA. 
Vermiculite from the Koksharovsky deposit (Pri-
morsky krai) and its properties. Khimiya v interesakh 
ustoichivogo razvitiya = Chemistry for Sustainable 
Development. 2018;26(1):19–26. (In Russian) https: 
//doi.org/10.15372/KhUR20180104  

21. Shapkin NP, Khal'chenko IG, Panasenko 
AE, Leont'ev LB, Razov VI. Hybrid composite mate-
rials based on natural layered silicates. Inorganic 
Materials. 2018;54(9):965–969. https://doi.org/10.11 
34/S0020168518090145 

22. Arefieva OD, Pirogovskaya PD, Panasenko 
AE, Zemnukhova LA. Acid-base properties of alumi-
nosilicates from rice husk and straw. SN Applied 
Sciences. 2020;2. Art. 894. https://doi.org/10.1007/ 
s42452-020-2732-1 

23. Zemnukhova LA, Babushkina TA, Klimova 
TP, Ziatdinov AM, Kholomeiydik AN. Structural fea-
tures of amorphous silica from plants. Applied Mag-
netic Resonance. 2012;42(4):577–584. https://doi. 
org/10.1007/s00723-012-0332-y 

 
СВЕДЕНИЯ ОБ АВТОРАХ  INFORMATION ABOUT THE AUTHORS 

   
Харченко Ульяна Валерьевна, 
к.х.н., научный сотрудник лаборатории  
защитных материалов и морской коррозии, 
Институт химии ДВО РАН,  
690022, г. Владивосток,  
пр-т 100-летия Владивостока, 159,  
Российская Федерация,  
e-mail: ulyana-kchar@mail.ru 

 Uliana V. Kharchenko, 
Cand. Sci. (Chemistry), Researcher, 
Laboratory of Protective Materials  
and Marine Corrosion, 
Institute of Chemistry FEB RAS,  
159, 100-letiya Vladivostoka St.,  
Vladivostok, 690022,  
Russian Federation, 
e-mail: ulyana-kchar@mail.ru 

https://www.elibrary.ru/author_items.asp?authorid=760328


Харченко У.В., Арефьева О.Д., Панасенко А.Е. и др. Cорбционные свойства … 
Kharchenko U.V., Arefieva O.D., Panasenko A.E. et al. Sorption action … 

 

 

612 
 

ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 
 

  
 

Арефьева Ольга Дмитриевна, 
к.пед.н., доцент, научный сотрудник  
лаборатории химии редких металлов,  
Институт химии ДВО РАН,  
690022, г. Владивосток,  
пр-т 100-летия Владивостока, 159,  
Российская Федерация,  
 e-mail: arefeva.od@dvfu.ru 

 Olga D. Arefieva, 
Cand. Sci. (Pedagogics), Associate Professor,  
Researcher, 
Laboratory of Chemistry of Rare Metals, 
Institute of Chemistry FEB RAS,  
159, 100-letiya Vladivostoka St.,  
Vladivostok, 690022,  
Russian Federation, 
 e-mail: arefeva.od@dvfu.ru 

   
Панасенко Александр Евгеньевич, 
к.х.н., старший научный сотрудник,  
заведующий лабораторией химии редких  
металлов, 
Институт химии ДВО РАН,  
690022, г. Владивосток,  
пр-т 100-летия Владивостока, 159,  
Российская Федерация,  
e-mail: panasenko@ich.dvo.ru 

 Aleksandr E. Panasenko 
Cand. Sci. (Chemistry), Senior Researcher, 
Chief of Laboratory of Chemistry of Rare Metals, 
Institute of Chemistry FEB RAS,  
159, 100-letiya Vladivostoka St.,  
Vladivostok, 690022,  
Russian Federation, 
e-mail: panasenko@ich.dvo.ru 

   
Земнухова Людмила Алексеевна, 
д.х.н., профессор, главный научный сотрудник 
лаборатории химии редких металлов, 
Институт химии ДВО РАН,  
690022, г. Владивосток,  
пр-т 100-летия Владивостока, 159,  
Российская Федерация,  
e-mail: zemnukhova@ich.dvo.ru 

 Liudmila A. Zemnukhova, 
Dr. Sci. (Chemistry), Professor,  
Chief Researcher, 
Laboratory of Chemistry of Rare Metals,  
Institute of Chemistry FEB RAS,  
159, 100-letiya Vladivostoka St.,  
Vladivostok, 690022,  
Russian Federation, 
e-mail: zemnukhova@ich.dvo.ru 

   
Беленева Ирина Алексеевна,  
к.б.н., старший научный сотрудник  
лаборатории морской микробиоты,  
Национальный научный центр морской  
биологии им. А.В. Жирмунского ДВО РАН,  
690041, г. Владивосток,  
ул. Пальчевского 17,  
Российская Федерация, 
e-mail: beleneva.vl@mail.ru 

 Irina A. Beleneva, 
Cand. Sci. (Biology), Senior Researcher, 
Laboratory of Marine Microbiota, 
A.V. Zhirmunsky National Scientific Center  
of Marine Biology FEB RAS,  
17, Palchevsky St., Vladivostok, 690041,  
Russian Federation,  
e-mail: beleneva.vl@mail.ru 

   
Заявленный вклад авторов  Contribution of the authors 

Все авторы сделали эквивалентный вклад  
в подготовку публикации. 

 The authors contributed equally to this article. 

   
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. 

   
Статья поступила в редакцию 16.06.2020;  
одобрена после рецензирования 01.10.2020;  
принята к публикации 30.11.2020. 

 The article was submitted 16.06.2020;  
approved after reviewing 01.10.2020;  
accepted for publication 30.11.2020. 

 



ИЗВЕСТИЯ ВУЗОВ. ПРИКЛАДНАЯ ХИМИЯ И БИОТЕХНОЛОГИЯ  2020  Том 10  N 4 
PROCEEDINGS OF UNIVERSITIES. APPLIED CHEMISTRY AND BIOTECHNOLOGY 2020  Vol. 10  No. 4 

 

 

 
ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 

 
613 

  
 

Оригинальная статья / Original article 

 
УДК 664.8 + 634.11 
DOI: https://doi.org/10.21285/2227-2925-2020-10-4-613-626 

 

Исследование потенциальных антиканцерогенных 
и антиоксидантных эффектов экстрактов 

из растительного сырья 
 

© Н.Б. Еремеева, Н.В. Макарова,  
Д.Ф. Игнатова, В.В. Бахарев 

 

Самарский государственный технический университет, 
г. Самара, Российская Федерация 

 

Резюме: Одним из основных этиологических факторов возникновения некоторых видов 
злокачественных опухолей является наличие в организме хронических воспалительных процессов. 
В ряде медицинских исследований для противовоспалительных лекарственных средств показан 
антиканцерогенный эффект относительно рака толстого кишечника. Кроме того, имеются 
данные о взаимосвязи антиканцерогенной и антиоксидантной активностей некоторых 
биологически активных веществ, присутствующих в лекарственных растениях. В настоящей 
работе исследованы потенциальные антиканцерогенные эффекты экстрактов, полученных из 
растительного сырья: брусники (Vaccínium vítis-idaéa), малины (Rúbus idáeus), черноплодной рябины 
(Arónia melanocárpa), семян винограда (Vitis L.), выжимок винограда(Vitis L.), зеленого краснодарского 
чая (Caméllia sinénsis), женьшеня (Panax L.), иван-чая (Chamaenerion angustifolium) и кофе (Coffea 
arabica). Оценено влияние данных экстрактов на рост и жизнеспособность клеток рака толстого 
кишечника линии НСТ-116 in vitro с помощью МТТ-теста, а также влияние нетоксических доз 
экстрактов на базальный и индуцированный уровень экспрессии провоспалительных генов: 
циклооксигеназы (COX2); индуцируемой NO-синтазы (iNOS); интерлейкина 8 (IL8), методом 
количественной полимеразной цепной реакции. Определены рабочие концентрации исследуемых 
экстрактов для клеток НСТ-116. Продемонстрировано, что все исследуемые экстракты способны 
снижать экспрессию провоспалительных генов COX-2, iNOS и IL-8. Наиболее выраженным 
суммарным ингибирующим действием на экспрессию данных генов обладают экстракты 
черноплодной рябины и иван-чая. Данные экстракты рекомендуется использовать в дальнейших 
исследованиях влияния на индуцированную экспрессию генов COX-2, iNOS и IL-8, а также в 
исследованиях антиканцерогенной активности in vivo. Антиокисдантная активность определена 
по методу DPPH и FRAP. Наибольшие значения по данным методикам показали экстракты 
черноплодной рябины, малины и иван-чая. Выявлена зависимость антиканцерогенной и 
антиоксидантной активностей. 
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Abstract: One of the main etiological factors in the development of some malignant tumours is the presence 
of chronic inflammatory processes. A number of biomedical studies have confirmed the anticarcinogenic ef-
fect of anti-inflammatory drugs with respect to colon cancers.  In addition, some biologically active substanc-
es present in medicinal plants have been found to exhibit both anti-carcinogenic and antioxidant activity. In 
this paper, we investigate potential anticarcinogenic effects of extracts obtained from plant raw materials, 
including lingonberry (Vaccínium vítis-idaéa), raspberry (Rúbus idáeus), black chokeberry (Arónia 
melanocárpa), grape seeds (Vitis L.), grape pomace (Vitis L.), Krasnodar green tea (Caméllia sinénsis), gin-
seng (Panax L.), fireweed (Chamaenerion angustifolium) and coffee (Coffea arabica). The effect of these 
extracts on the growth and viability of colon HCT-116 cancer cells was assessed in vitro using the method of 
MTT assay. In addition, the effect of non-toxic doses of the extracts under study on the basal and induced 
levels of pro-inflammatory gene expression – cyclooxygenase (COX2), inducible NO synthase (iNOS) and 
interleukin 8 (IL8) – was assessed by quantitative PCR. The working concentrations of the extracts under 
study for HCT-116 cells were determined. It is demonstrated that all investigated extracts are capable of 
suppressing the expression of COX-2, iNOS and IL-8. Black chokeberry and fireweed extracts exhibit the 
most pronounced total inhibitory effect on the expression of these inflammatory genes. Future research 
should investigate effects of black chokeberry and fireweed extracts on the induced expression of COX-2, 
iNOS and IL-8 and their anti-carcinogenic activity in vivo. The antioxidant activity determined using DPPH 
and FRAP was the highest for black chokeberry, raspberry and fireweed. A relationship between the anticar-
cinogenic and antioxidant effects of the extracts under study was revealed.  
 

Keywords: inflammation, antioxidant activity, plant extracts, COX2, iNOS, IL-8, MTT assay, qPCR 
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ВВЕДЕНИЕ 
Профилактика раковых заболеваний являет-

ся наиболее рентабельной и долгосрочной стра-
тегией борьбы с данным заболеванием. В насто-
ящее время хорошо известно, что почти 50% 
всех случаев возникновения злокачественных 
опухолей у взрослых можно предотвратить, ведя 
здоровый образ жизни, предусматривающий упо-
требление натуральных продуктов с профилак-
тическим действием против рака [1]. В качестве 
химиопрофилаков эти продукты представляют 
особый интерес ввиду их потенциально низкой 
токсичности и потенциально высокой эффектив-
ности [2, 3]. Так, например, описаны случаи, ко-
гда употребление зеленого чая может снизить 
риск возникновения рака верхних отделов желу-
дочно-кишечного тракта, рака легких, гепатоцел-
люлярного рака и рака молочной железы у жен-
щин в пременопаузе [4].  

Полифенолы представляют собой одну из 
самых больших разновидностей растительных 
компонентов с несколькими тысячами отдельных 
типов соединений. Типичными полифенолами 
являются фенолсодержащие соединения с осто-
вами углеродного скелета в диапазоне от C1-C6 
до C3-C6 и C6-C3-C6 [5]. Именно у класса поли-
фенолов выявлено наличие антиканцерогенного 
эффекта. 

При химиопрофилактике рака применяют че-
тыре основных механизма: модулирование нас-
ледственных признаков или изменений в экс-
прессии генов, которые вызваны воздействием 

канцерогенов и которые могут активировать про-
цесс канцерогенеза; противодействие эффектам 
обостряющих факторов (таких, например, как 
стресс), которые способствуют развитию рако-
вых клеток; противодействие выживанию рако-
вых клеток посредством модуляции клеточных 
механизмов; ограничение способности раковых 
клеток к метастазированию. Эффекты, вызывае-
мые полифенолами, довольно многогранны, 
причем наиболее освещены механизмы, связан-
ные со стимуляцией апоптоза [6] и аутофагии [7], 
регуляцией клеточных сигнальных каскадов 
[8, 9], эпигенетической модуляцией (метилирова-
ние ДНК или посттрансляционные модификации 
гистонов) [10, 11], а также ингибированием про-
лиферации раковых клеток, их ангиогенеза и ме-
тастазирования [12, 13]. Полифенолы использу-
ют антиоксидантные и противовоспалительные 
свойства для ингибирования канцерогенеза 
[14, 15], тем самым предотвращая или задержи-
вая прогрессирование и клиническое проявление 
рака.  

Одним из основных этиологических факторов 
возникновения некоторых видов рака является 
хроническое воспаление. Таким образом, неко-
торые противовоспалительные лекарственные 
средства (например, нестероидный противовос-
палительный препарат Ибупрофен) обладают 
антиканцерогенным эффектом относительно ра-
ковых клеток толстой кишки. 

За последние годы значительно возрос инте-
рес к поиску систем с антиканцерогенным, анти-
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мутагенным, антипролиферативным действием 
среди пищевых продуктов, пищевого сырья и 
пищевых полуфабрикатов. Так, среди наиболее 
интересных объектов можно выделить: по пище-
вым продуктам – вино [16], красные томаты [17]; 
по пищевому сырью – бобы [18], растительное 
сырье [19]; по пищевым полуфабрикатам – анто-
циановый комплекс из темной кислой вишни [20]. 

При этом в ряде исследований используется 
контроль биологической активности исследуе-
мых объектов Так, например, это может быть 
доксорубицин [16], эллиптицин [17]. В других 
экспериментах применяется негативный кон-
троль, например, для семян вигны [21]. Но в ря-
де работ внимание сосредоточено на сравнении 
нескольких пищевых объектов между собой, дру-
гие объекты не включаются, например, при ис-
следовании фруктов и вина из черной смороди-
ны [22], растительного сырья (орегано, шипов-
ник, семена крушины) [19]. 

В частности, на клеточной линии рака толсто-
го кишечника методом ОТ-ПЦР было исследова-
но влияние нетоксических доз экстрактов на экс-
прессию генов: (1) циклооксигеназы 2 (COX-2); 
(2) индуцируемой NO-синтазы (iNOS); (3) интер-
лейкина 8 (IL-8) [23].  

Функциональная активность гена COX-2 нап-
рямую связана с воспалением. Этот ген экспрес-
сируется макрофагами, синовиоцитами, фибро-
бластами, гладкой сосудистой мускулатурой, 
хондроцитами и эндотелиальными клетками по-
сле индуцирования их цитокинами или фактора-
ми роста. Простагландины, образующиеся под 
действием COX-2, напрямую или опосредованно 
усиливают продукцию самого фермента по меха-
низму положительной обратной связи [24]. Инги-
бирование COX-2 рассматривается как один из 
основных механизмов противовоспалительной 
активности нестероидных противовоспалитель-
ных средств (НПВС), так как при селективном 
ингибировании данной циклооксигеназы можно 
минимизировать многие побочные симптомы, 
наблюдаемые при ингибировании циклооксиге-
назы 1. COX-2 играет важную роль в развитии 
воспалительных процессов и канцерогенеза в 
желудочно-кишечном тракте (ЖКТ). Повышенную 
экспрессию COX-2 наблюдали в 85% злокаче-
ственных опухолей ЖКТ, что также коррелирова-
ло с низкой выживаемостью. На моделях у жи-
вотных было показано, что делеция COX-2 или 
обработка животных селективными ингибитора-
ми COX-2 уменьшает число опухолей, их размер 
и множественность. COX-2 способствует про-
грессии опухоли за счет индукции экспрессии 
антиапоптотических белков семейства Bcl-2, что 
в дальнейшем приводит к резистености к апопто-
зу [23]. 

IL-8 известен как хемотаксический фактор Т-
клеток и фактор, активирующий нейтрофилы 
(NAF) [25, 26]. Он относится к группе хемокинов, 

основное свойство которых заключается в обес-
печении хемотаксиса в зону воспаления различ-
ных типов клеток: нейтрофилов, моноцитов, 
эозинофилов, Т-клеток. IL-8 обладает выражен-
ными провоспалительными свойствами, вызывая 
экспрессию молекул межклеточной адгезии и 
усиливая прилипание нейтрофилов к эндотели-
альным клеткам и субэндотелиальным матрич-
ным белкам, что свидетельствует о его основной 
роли в опосредовании воспалительного ответа 
[27]. Клетками-продуцентами IL-8 являются мак-
рофаги, лимфоциты, эпителиальные клетки, 
фибробласты, клетки эпидермиса. Была также 
продемонстрирована роль IL-8 в регуляции про-
воспалительного ангиогенеза: данный цитокин 
усиливает экспрессию фактора роста сосудов А 
(VEGF-A) эндотелиальными клетками и повыша-
ет экспрессию рецептора 2 фактора роста сосу-
дов (VEGFR2) [28].  

iNOS регулируется на уровне экспрессии 
провоспалительными цитокинами (фактор роста 
опухоли α (TNF-α), интерлейкин-1β (IL-1β), ин-
терферон-γ (IFN-γ), гипоксией, окислительным 
стрессом и, как было недавно показано, белком 
теплового шока Hsp70 [29]. Ингибирование iNOS 
является результатом подавления активности 
провоспалительных и про-пролиферативных сиг-
нальных путей NF-κB и JAK-STAT [30]. 

По результатам оценки экспрессии данных 
генов можно сделать вывод о нали-
чии/отсутствии противовоспалительной активно-
сти экстрактов для клеток толстой кишки. Пред-
лагаемое исследование не является изучением 
антиканцерогенных свойств молекул, но может 
служить основанием для проведения экспери-
ментов in vivo по определению антиканцероген-
ной активности. 

В последнее время увеличилось количество 
работ, где описана связь между антиканцероген-
ной и антиоксидантной активностями. Так, в ра-
боте [31] показано, что в листьях и стеблях 
Gastrocotyle hispida (гастрокотиле шершавый) 
имеется высокое содержание β-ситостерина и 
его производных, которые проявляют антиокси-
дантное действие по методам DPPH и ABTS, а 
также показали значительную активность против 
клеток рака печени, почек и молочной железы. 
Ученым канадского университета удалось выде-
лить и очистить фукоидан из морских бурых во-
дорослей Sargassum polycystum, а затем про-
анализировать его на антиоксидантую и анти-
канцерогенную активности [32]. Была выявлена 
прямая зависимость антиоксидантной активно-
сти по методу DPPH и жизнеспособности рако-
вых клеток MCF-7 и HCT-15 от концентрации фу-
коидана. Установлено антиоксидантное и проти-
вомутагенное действие метанольных экстрактов, 
выделенных из листьев Annona muricata (анноны 
колючей – «сметанное яблоко») [33]. 

Целью представленной работы было иссле-
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дование потенциальных антиканцерогенных эф-
фектов экстрактов, полученных из растительного 
сырья. Были оценены: 1) влияние данных экс-
трактов на рост и жизнеспособность клеток рака 
толстого кишечника линии НСТ-116 in vitro с по-
мощью МТТ-теста (3-4,5-диметилтиазол-2-ил-2,5-
дифенилтераразол); 2) влияние нетоксических 
доз экстрактов на базальный уровень экспрессии 
провоспалительных генов: (1) циклооксигеназы 
(COX-2); (2) индуцируемой NO-синтазы (iNOS); 
(3) интерлейкина 8 (IL8), методом количественно-
го ПЦР-анализа (полимеразной цепной реакции); 
3) антирадикальная активность по методу DPPH 
и восстанавливающая сила по методу FRAP; 4) 
зависимость антиканцерогенной и антиоксидант-
ной активности. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Объекты исследования. В качестве объектов 

исследования выбраны растительные экстракты, 
полученные из сырья: 1 – брусника (Vaccínium ví-
tis-idaéa); 2 – малина (Rúbus idáeus); 3 – черно-
плодная рябина (Arónia melanocárpa); 4 – семена 
винограда (Vitis L.); 5 – выжимки винограда (Vi-
tis L.); 6 – зеленый краснодарский чай (Caméllia 
sinénsis); 7 – женьшень (Panax L.); 8 – иван-чай 
(Chamaenerion angustifolium); 9 – кофе (Coffea 
arabica). 

Технология получения экстрактов. Все экс-
тракты были получены экстрагированием 70%-м 
этиловым спиртом при ультразвуковом излуче-
нии в течение 90 мин с частотой 35 кГц и темпе-
ратуре 40±5 ºC. Соотношение сырья и раствори-
теля 1:10. Концентрирование происходило на 
циркуляционном вакуум-выпарном аппарате до 
содержания растворимых сухих веществ 65%.  

Клеточная линия. В работе использовали ли-
нию клеток рака толстого кишечника НСТ-116 [34]. 
Клетки культивировали в стандартной среде 
DMEM, содержащей 5%-ную эмбриональную сы-
воротку телят («РАА», Австрия) и гентамицин 
(50 ед./мл) («Paneco», Россия) при 37 ºС и в 5%-м 
растворе СО2. 

Исследование жизнеспособности клеток 
(МТТ-тест). Клетки рассевали в 96-луночные 
планшеты («BDMicro-FinePlus», США) (3·10

3
 кле-

ток в 190 мкл культуральной среды) и инкубиро-
вали 24 ч. В день экспериментов приготавливали 
серийные разведения исследуемых раститель-
ных экстрактов. Клетки инкубировали с экстрак-
тами в течение 72 ч в концентрациях от 0,03125 
до 2% об., затем вносили 20 мкл раствора реа-
гента МТТ (5 мг/мл, ПанЭко, Россия) в солевом 
растворе Хэнкса (ПанЭко, Россия) и инкубирова-
ли 2 ч при 37 ºС до развития фиолетовой окрас-

ки. Образовавшийся формазан растворяли в 
200 мкл диметилсульфоксида (ДМСО, ПанЭко, 
Россия), инкубировали при 37 ºС. После полного 
растворения кристаллов формазана измеряли 
оптическую плотность содержимого лунок на 
мультилуночном спектрофотометре MultiScan 
MCC 340 (Labsystems, США) при длине волны 
570 нм. Данные представляли в виде оптической 
плотности экспериментальных образцов относи-
тельно контроля. За 100% принимали оптиче-
скую плотность в контроле, где клетки инкубиро-
вали в присутствии 1%-го раствора этанола. 

Клетки инкубировали с экстрактами в течение 
72 ч в концентрациях от 0,03125 до 2% об. Затем 
вносили 20 мкл раствора реагента МТТ (5 мг/мл, 
ПанЭко, Россия) в солевом растворе Хэнкса 
(ПанЭко, Россия) и инкубировали 2 ч при 37 ºС 
до развития фиолетовой окраски. Образовав-
шийся формазан растворяли в 200 мкл диметил-
сульфоксида (ДМСО, ПанЭко, Россия), инкуби-
ровали при 37 ºС. После полного растворения 
кристаллов формазана измеряли оптическую 
плотность содержимого лунок на мультилуноч-
ном спектрофотометре MultiScan MCC 340 
(Labsystems, США) при длине волны 570 нм. 
Данные представляли в виде оптической плот-
ности экспериментальных образцов относитель-
но контроля. За 100% принимали оптическую 
плотность в контроле, где клетки инкубировали в 
присутствии 1%-го раствора этанола. 

По результатам МТТ-теста исследуемых экс-
трактов на цитотоксичность в широком диапазоне 
концентраций (0,031–2% об.) показано, что они 
обладают цитотоксическим эффектом на клетки 
рака толстого кишечника HCT-116 (табл. 1).  

Клетки инкубировали с полуфабрикатом в те-
чение 72 ч в концентрациях 0,03125-2% об., затем 
вносили 20 мкл раствора реагента МТТ (5 мг/мл) в 
солевом растворе Хэнкса (ПанЭко) и инкубировали 
2 ч при 37 °С до развития фиолетовой окраски. 
Образовавшийся формазан растворяли в 200 мкл 
диметилсульфоксида (ДМСО), инкубировали при 
37 °C. После полного растворения кристаллов 
формазана измеряли оптическую плотность со-
держимого лунок на мультилуночном спектрофо-
тометре при длине волны 570 нм. Данные пред-
ставлены в виде оптической плотности экспери-
ментальных образцов относительно контроля. За 
100% принимали оптическую плотность в контро-
ле, где клетки инкубировали в отсутствие соедине-
ния, но в присутствии растворителя (1% этанола).  

Далее были использованы нетоксичные кон-
центрации экстрактов и выбраны рабочие кон-
центрации для исследования влияния экстрактов 
на уровень экспрессии генов COX-2, iNOS и IL-8.  

 

Таблица 1. Влияние экстрактов на жизнеспособность клеток НСТ-116 
Table 1. Effect of extracts on the viability of HCT-116 cells 
 

Объемная концентрация, % 0,25±0,05 0,165±0,01 0,09±0,03 

Жизнеспособность клеток IC50 IC30 IC10 
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Количественный ПЦР-анализ экспрессии ге-
нов COX-2, iNOS и IL-8 проводили после предва-
рительного культивирования клеток НСТ-116 в 
течение 24 ч с исследуемыми экстрактами в ука-
занных в табл. 2 рабочих концентрациях. Коли-
чество ПЦР-продуктов оценивали и нормализо-
вали по количеству ПЦР-продукта гена Rpl27. 

Выделение РНК. Выделение тотальной кле-
точной РНК проводили с помощью набора для 
выделения РНК RNAeasy kit. Концентрацию РНК 
определяли по оптической плотности раствора, 
измеренной на спектрофотометре при длине 
волны 260 нм. Об отсутствии примесей в образ-
це судили по соотношению значений оптической 
плотности раствора при длине волны 260 и 
280 нм. 

Реакция обратной транскрипции. После 
выделения РНК для получения кДНК проводили 
реакцию обратной транскрипции. Для этого 1 мкг 
РНК смешивали с 0,4 мкг случайных гексамер-
ных олигонуклеотидов, денатурировали при 
25 ºС и охлаждали на льду. В смесь для обрат-
ной транскрипции входили: 2 ед. обратной тран-
скриптазы MMLV, соответствующий буфер, 2 мМ 
дитиотрейтола, 0,5 ед. ингибитора рибонуклеаз, 
0,5 мМ дНТФ, и дистиллированная вода до 
20 мкл. Реакцию проводили при 37 ºС в течение 
1 ч, затем останавливали реакцию инактивацией 
обратной транскриптазы при 95 ºС в течение 
5 мин, добавляли 80 мкл дистиллированной во-
ды и использовали аликвоты для проведения 
ПЦР-амплификации в реальном времени со спе-
цифическими праймерами. 

Количественный ПЦР-анализ в реальном 
времени. Рабочие разведения кДНК после реак-
ции обратной транскрипции были получены пу-
тем разведения образцов 1:10 стерильной де-
ионизированной водой. 5мкл рабочего раствора 
кДНК добавляли к 20 мкл реакционной смеси, 
содержащей SYBR Green Master Mix, по 500 нМ 
прямого и обратного праймеров. Количествен-
ный ПЦР-анализ в режиме реального времени 
проводили с использованием ПЦР-анализатора 
Bio-Rad iQ5. Программа амплификации была 
следующей: 95 ºC – 10 мин, 40 циклов (95 ºC – 
15 с, 60 ºC – 30 с, 72 ºC – 30 с). Относительное 
изменение экспрессии исследуемой мРНК вы-
числяли методом ΔΔCt, где ΔΔCt определяли 
путем вычитания среднего ΔCt контроля из ΔCt 
экспериментальных образцов [35]. Для каждого 
гена интереса ПЦР-анализ был проведен в трех 
повторах, а также были получены кривые плав-
ления для каждой пары праймеров для подтвер-
ждения специфичности. Анализ кривых плавле-
ния проводили при увеличении температуры с 55 
до 95 ºC с шагом 0,5 ºC. В качестве контроля ис-
пользовали ген рибосомального белка L27 
(Rpl27). 

Праймеры для амплификации кДНК были 
сконструированы с помощью базы данных Primer-

Bank (http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/) и па-
кета программ Oligo 6. Последовательности прай-
меров указаны в табл. 1.  

DPPH-метод. Метод определения радикалу-
держивающей способности с использованием 
реактива 2,2-дифенил-1-пикрилгидразила прово-
дили следующим образом. В пробирки помеща-
ли 0,20 см

3
 экстракта концентрацией 0,1 мг/см

3
, 

2,00 см
3
 дистиллированной воды, 2,00 см

3
 спир-

тового раствора 2,2-дифенил-1-пикрилгидразила. 
В контрольную пробу по экстракту помещали 
вместо раствора 2,2-дифенил-1-пикрилгидразила 
дистиллированную воду. В контрольную пробу по 
раствору 2,2-дифенил-1-пикрилгидразила прили-
вали вместо экстракта дистиллированную воду. 
Смесь выдерживали в течение 30 мин в недо-
ступном для света месте. Колориметрию свобод-
ных радикалов 2,2-дифенил-1-пикрилгидразила 
проводили спектрофотометрическим методом на 
приборе КФК-2-01-ЗОМЗ при длине волны 517 нм 
в кювете толщиной слоя жидкости 10 мм. В кю-
вету сравнения помещали этиловый спирт. Для 
данного исследования использовали экстракты 
1–9 концентрацией 0,005; 0,05; 0,10; 0,25 и 
0,50 г/см

3
. 

 
Таблица 2. Последовательность используемых  

праймеров 
Table 2. Sequence of primers used 
 

Ген Последовательность (прямая/обратная), 5’-3’ 

RPL27 
ACC GCT ACC CCC GCA AAG TG 
CCC GTC GGG CCT TGC GTT TA 

COX2 
CCGGGTACAATCGCACTTAT 
GGCGCTCAGCCATACAG 

iNOS 
CGGCCATCACCGTGTTCCCC 
TGCAGTCGAGTGGTGGTCCA 

IL-8 
TCCTGATTTCTGCAGCTCTGTG 
TCCAGACAGAGCTCTCTTCCAT 

 
FRAP-метод (метод определения желе-

зосвязывающей активности экстрактов). Под-
готавливали реактив FRAP: в колбу помещали 
10,00 см

3
 ацетатного буфера, pH= 3,6, 1,00 см

3
 

20 мМ раствора хлорида железа (III), 1,00 см
3
 

реагента 2,4,6-три-(2-пиридил)-1,3,5-триазина 
(TPTZ). Смесь выдерживали в термостате в те-
чение 10 мин при температуре 37 ºС при перио-
дическом перемешивании. В пробирки прибав-
ляли 1,00 см

3
 реактива FRAP, 3,00 см

3 
дистилли-

рованной воды, 0,10 готовых экстрактов 1–9 кон-
центрацией 0,1 мг/см

3
. В контрольную пробу 

приливали вместо экстракта 0,10 см3 дистилли-
рованной воды. Смесь выдерживают 4 мин при 
температуре 37 ºС при периодическом переме-
шивании. Определение железосвязывающей ак-
тивности проводили спектрофотометрическим 
методом при длине волны 593 нм в кювете с 
толщиной слоя жидкости 10 мм. В кювету срав-
нения приливали дистиллированную воду. Опре-
деление железосвязывающей активности прово-
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дили по калибровочной кривой и выражали в 
ммоль Fe2+/1 кг исходного сырья. 

Статистическая обработка данных. Все 
эксперименты выполнены в трех повторах. 
Средние значения и среднеквадратичные откло-
нения рассчитывали с помощью пакета программ 
Microsoft Excel. Для определения статистической 
значимости выявленных различий использовали 
парный двухвыборочный t-тест Стьюдента для 
средних. Во всех случаях статистические крите-
рии считали достоверными при р < 0,05. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ  
Результаты МТТ-теста на цитотоксич-

ность. При проведении МТТ-теста на цитоток-
сичность исследуемых экстрактов в широком 
диапазоне концентраций (0,031–2% об.) было 

показано, что все экстракты обладают цитоток-
сическим эффектом на раковые клетки толстого 
кишечника HCT-116, причем этот эффект разли-
чается в зависимости от исследуемого экстракта 
и является дозозависимым (рис. 1). Так, наибо-
лее цитотоксичным оказался экстракт женьшеня 
(7): при концентрации 1% об. количество жизне-
способных клеток составило 11% от контроля. 
Наименее цитотоксичным оказался экстракт ко-
фе (9): при его концентрации в среде 2% об. ко-
личество жизнеспособных клеток составило 77% 
относительно контроля. Также были достигнуты 
нетоксичные концентрации экстрактов 1–9 и вы-
браны рабочие концентрации для исследования 
влияния экстрактов на уровень экспрессии генов 
COX-2, iNOS и IL-8 (см. табл. 2).  
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Рис. 1. Влияние экстрактов на жизнеспособность клеток НСТ-116: 
1 – брусника; 2 – малина; 3 – черноплодная рябина; 4 – семена винограда; 5 – выжимки винограда; 

6 – зеленый краснодарский чай; 7 – женьшень; 8 – иван-чай; 9 – кофе; 
стоковые водные растворы с объемным содержанием этанола 8,5 % 

 

Fig. 1. Effect of extracts on the viability of HCT-116 cells: 
1 – lingonberry; 2 – raspberries; 3 – chokeberry; 4 – grape seeds; 5 – pomace of grapes; 

6 – green Krasnodar tea; 7 – ginseng; 8 – fireweed; 9 – coffee; 
stock aqueous solutions with a volumetric ethanol content of 8.5% 

 
Таблица 3. Рабочие концентрации экстрактов при проведении количественного ПЦР-анализа 
Table 3. Working concentrations of extracts during quantitative PCR analysis 
 

Экстракт 
Рабочая концентрация, % об. 

1 2 

1 – брусника (Vaccínium vítis-idaéa) 0,35 0,175 
2 – малина (Rúbus idáeus) 0,0625 0,03125 
3 – черноплодная рябина (Arónia melanocárpa) 0,5 0,25 
4 – семена винограда (Vitis L.) 0,0625 0,03125 
5 – выжимки винограда (Vitis L.) 0,5 0,25 
6 – зеленый краснодарский чай (Caméllia sinénsis) 0,3125 0,15625 
7 – женьшень (Panax L.) 0,2 0,1 
8 – иван-чай (Chamaenerion angustifolium) 0,25 0,125 
9 – кофе (Coffea arabica) 1,5 0,75 

 
Результаты количественного ПЦР-анализа. 

ПЦР-анализ экспрессии гена COX-2 после обра-
ботки раковых клеток толстого кишечника линии 
HCT-116 показал, что в целом все экстракты ока-
зывают ингибирующее действие на экспрессию 
данного гена. Влияние ряда экстрактов на экс-
прессию гена COX-2 носило дозозависимый ха-
рактер. Так, из диаграмм, представленных на 
рис. 2, видно, что экстракт брусники (1) в концен-
трации 0,35% об. вызывает снижение экспрессии 
СОХ-2 на 56%, а в концентрации 0,18% об. – на 
22%. Экстракт черноплодной рябины (3) в кон-
центрации 0,5% об. подавляет транскрипцию ге-
на COX-2 на 47%, в концентрации 0,25% об. – на 

16%. Наиболее ярко подобный эффект был вы-
ражен после обработки клеток экстрактом жень-
шеня (7): экспрессия СОХ-2 снизилась более чем 
в 10 раз после инкубации клеток с данным экс-
трактом в максимальной концентрации. Анало-
гичные дозовые зависимости, но в меньшей сте-
пени, наблюдались для экстрактов малины (2), 
семян винограда (4). Обратная дозозависимость 
(максимальное подавление экспрессии COX-2 
при минимальной концентрации) была проде-
монстрирована для экстрактов зеленого чая (6) и 
иван-чая (8). Для экстрактов из выжимок вино-
града (5) и кофе (9) ни прямой, ни обратной за-
висимости не наблюдалось. Данные эффекты 
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могут быть связаны как с множественностью 
эффектов химических соединений, содержащих-
ся в исследуемых экстрактах, на противовоспа-
лительные сигнальные пути, так и с авторегуля-
цией экспрессии исследуемых генов по меха-
низму отрицательной обратной связи. 

При анализе экспрессии гена iNOS были 
продемонстрированы зависимости, представ-
ленные на рис. 3. Так, наиболее выраженное до-
зозависимое ингибирующее действие на экс-
прессию iNOS оказывали экстракт черноплодной 
рябины (3), экстракт зеленого чая (6) и экстракт 
иван-чая (8). В случае обработки клеток экстрак-
том черноплодной рябины в концентрации 
0,5% об. было продемонстрировано снижение 
экспресии iNOS на 83%, в то время как в концен-
трации 0,25% об. экспрессия исследуемого гена 
была подавлена только на 41%. Для зеленого 
чая эти показатели составили 85 и 52% соответ-
ственно. Иван-чай в максимальной концентрации 
также снижал экспрессию iNOS более чем в 10 
раз, и на 33% – при использовании 2х-кратного 
разведения максимальной концентрации. Анало-
гичную дозовую зависимость в менее выражен-
ной степени продемонстрировали экстракты 
брусники (1), малины (2), семен винограда (4), 
женьшеня (7). Обратную дозовую зависимость 

наблюдали в случае выжимок винограда (5). От-
сутствие дозовой зависимости было показано 
для экстракта кофе (9). 

В ходе ПЦР-анализа влияния экстрактов 1–9 
на экспрессию гена IL-8 было показано, что все 
экстракты в той или иной степени ингибируют 
экспрессию данного гена. Наиболее выраженно 
этот эффект наблюдали в случае экстрактов 
черноплодной рябины (3), выжимок винограда (5) 
и иван-чая (8). Так, при обработке клеток HCT-
116 экстрактом черноплодной рябины в концен-
трации 0,5% об. подавляет экспрессию IL-8 на 
75%, в концентрации 0,25% об. – на 51%. Для 
экстрактов выжимок винограда и зеленого чая 
эти показатели составили 60 и 46%, 81 и 91%, 
соответственно. Можно увидеть, что в случае 
иван-чая имеет место обратная дозовая зависи-
мость. Менее выраженная дозовая зависимость 
была продемонстрирована для экстрактов мали-
ны (2), семян винограда (4), зеленого чая (6). 
Обратную дозовую зависимость наблюдали в 
случае экстрактов брусники (1), кофе (9). Эф-
фект экстракта женьшеня (7) на экспрессию IL-8 
не зависел от дозы исследуемого экстракта. 
Данные по влиянию исследуемых экстрактов на 
экспрессию гена IL-8 представлены на рис. 4. 

 

 
 

Рис. 2. Влияние экстрактов на экcпрессию гена COX-2. Экстракты: 1 – брусника; 2 – малина; 3 – черноплодная рябина;  
4 – семена винограда; 5 – выжимки винограда; 6 – зеленый краснодарский чай; 7 – женьшень; 8 – иван-чай; 9 – кофе 

 

Fig. 2. Effect of extracts on COX-2 gene expression. Extracts: 1 – lingonberry; 2 – raspberries; 3 – chokeberry; 
4 – grape seeds; 5 – pomace of grapes; 6 – green Krasnodar tea; 7 – ginseng; 8 – fireweed; 9 – coffee 

 

 
 

Fig. 3. Влияние экстрактов на экcпрессию гена iNOS. Экстракты: 1 – брусника; 2 – малина; 3 – черноплодная рябина;  
4 – семена винограда; 5 – выжимки винограда; 6 – зеленый краснодарский чай; 7 – женьшень; 8 – иван-чай; 9 – кофе 
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Рис. 4. Влияние экстрактов на экcпрессию гена IL-8. 
Экстракты: 1 – брусника; 2 – малина; 3 – черноплодная рябина; 4 – семена винограда;  

5 – выжимки винограда; 6 – зеленый краснодарский чай; 7 – женьшень; 8 – иван-чай; 9 – кофе 
 

Fig. 4. Effect of extracts on IL-8 gene expression.  
Extracts: 1 – lingonberry; 2 – raspberries; 3 – chokeberry; 4 – grape seeds;  

5 – pomace of grapes; 6 – green Krasnodar tea; 7 – ginseng; 8 – fireweed; 9 – coffee 

 
Таким образом, в ходе работы было проде-

монстрировано, что все исследуемые экстракты 
способны снижать экспрессию провоспалитель-
ных генов COX-2, iNOS и IL-8, что подтверждают 
многочисленные исследования [7–9]. Наиболее 
выраженным суммарным ингибирующим дей-
ствием на экспрессию данных генов обладали 
экстракты черноплодной рябины (3) и иван-чая 
(8). Данные экстракты рекомендуется использо-
вать в дальнейших исследованиях влияния на 
индуцированную экспрессию генов COX-2, iNOS 
и IL-8, а также в исследованиях антиканцероген-
ной активности in vivo.  

Улавливание свободных радикалов играет 
важную роль в формировании общей системы 
антиоксидантной активности, в том числе и для 
живых клеток. Именно 2,2’-дифенил-1-пикрилгид-
разил (DPPH) является одним из широко исполь-
зуемых реактивов для определения антиради-
кальной активности благодаря его простоте, ши-
рокой апробированности, наглядности и точности 
измерений. Проведенные анализы по радикалу-
держивающей способности методом DPPH вы-
явили, что лидером являются экстракты черно-

плодной рябины (1,0 мг/см
3
), малины (2,0 мг/см

3
), 

семян винограда (3,1 мг/см
3
) и иван-чая 

(4,0 мг/см
3
). FRAP-метод является одним из са-

мых надежных и востребованных методов для 
оценки способности антиоксиданта тормозить 
катализирующее действие ионов металлов на 
окислительные процессы. В случае определения 
железосвязывающей способности по методу FRAP 
определено, что наибольшей силой обладают так-
же экстракты женьшеня (10,19 ммоль Fe

2+
/кг), чер-

ноплодной рябины (18,2 ммоль Fe
2+

/кг), иван-чая 
(22,14 ммоль Fe

2+
/кг) и малины (22,3 ммоль Fe

2+
/кг). 

На рис. 5 приведены показатели антирадикальной 
активности по методу DPPH и восстанавливающей 
силы по методу FRAP. Во всех показателях 
наибольшую активность проявляют одини и те же 
экстракты, а именно, экстракты черноплодной ря-
бины, малины и иван-чая. Сравнительный анализ 
данных, представленных на рис. 2–4, и данных 
рис. 5 позволяет предположить, что в проявлении 
антиоксидантной и антиканцерогенной активностей 
задействованы одни и те же группы химических 
соединений.  

 

 
 

Рис. 5. Антирадикальная активность по методу DPPH и восстанавливающая сила по методу FRAP 
Экстракты: 1 – брусника; 2 – малина; 3 – черноплодная рябина; 4 – семена винограда;  

5 – выжимки винограда; 6 – зеленый краснодарский чай; 7 – женьшень; 8 – иван-чай; 9 – кофе 
 

Fig. 5.  Antiradical activity according to DPPH method and restoring force according to FRAP method 
Extracts: 1 – lingonberry; 2 – raspberries; 3 - chokeberry; 4 – grape seeds;  

5 - pomace of grapes; 6 – green Krasnodar tea; 7 - ginseng; 8 – ivan tea; 9 – coffee 
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ВЫВОДЫ  
При проведении МТТ-теста на цитотоксич-

ность установлено, что наиболее цитотоксичным 
оказался экстракт женьшеня (7), а наименее – 
экстракт кофе (9). Также были достигнуты неток-
сичные концентрации анализируемых экстрак-
тов. 

В ходе работы было продемонстрировано, что 
все исследуемые экстракты способны снижать 
экспрессию провоспалительных генов COX-2,  
iNOS и IL-8. Наиболее выраженное суммарное ин-
гибирующее действие на экспрессию данных генов 

имели экстракты черноплодной рябины (3) и иван-
чая (8). Данные экстракты рекомендуется исполь-
зовать в дальнейших исследованиях влияния на 
индуцированную экспрессию генов COX-2, iNOS и 
IL-8, а также в исследованиях антиканцерогенной 
активности in vivo. 

Во всех показателях наибольшую антиокси-
дантную активность проявляют одини и те же 
экстракты, а именно, экстракты черноплодной 
рябины, малины и иван-чая, что коррелируются с 
данными по антиканцерогенной активности. 
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Резюме: Сахара – важный компонент общего метаболизма растений. Они являются не только 
источником энергии в организме, но и неотъемлемой составляющей сложной сети внутрикле-
точного сигналинга. Сигналы с участием сахаров регулируют множество метаболических реак-
ций у растений, в том числе метаболизм углерода и азота, а также ответ на биотический и 
абиотический стрессы. В представленной работе дан краткий обзор современных знаний о саха-
рах как метаболитах и сигнальных молекулах. Также описаны различные пути передачи сахаропо-
средованных сигналов, среди которых рассматриваются как хорошо известные, так и недавно 
обнаруженные, их взаимодействие и роль в регуляции метаболизма растений и экспрессии ядер-
ных генов. Одним из первых изученных участников сети сахаропосредованных сигналов является 
гексокиназа 1 (фермент синтеза глюкозы), которая вовлечена в регуляцию экспрессии многих 
ядерных генов в ответ на изменения уровня глюкозы в организме. Следует отметить, что ее 
участие в передаче митохондриально-ядерных сигналов и регуляции процессов старения расте-
ний выходит за рамки регуляции метаболических реакций, что позволяет рассматривать гексо-
киназу 1 как регулятор широкого спектра действия. Особый интерес представляет участие са-
харопосредованных сигналов в переключении метаболических реакций организма в ответ на из-
менения углеводного статуса. Дефицит сахаров приводит к выключению большинства энергоза-
тратных процессов и одновременно стимулирует фотосинтез, либо (при его отсутствии) за 
счет активации киназы SnRK1 усиливает катаболические реакции. При достаточном уровне са-
харов происходит репрессия киназы SnRK1 и активация TOR-киназы, которая стимулирует ана-
болические реакции и рост. Рассмотрено значение конкурирующих SnRK1 и TOR-киназ как главных 
регуляторов этого переключения. Кроме того, рассмотрена роль сигналов, опосредуемых трега-
лозо-6-фосфатом, во многом функционально схожих с TOR-сигналингом. Все эти регуляторные 
механизмы помогают растениям своевременно адаптироваться к изменениям факторов внешней 
среды и поддерживать гомеостаз. Возможно, в ближайшее время будет получена дополнительная 
информация о взаимодействии у растений энергетических и стресс-зависимых сигналов, осу-
ществляемом через антагонизм киназ TOR и SnRK1. 
 

Ключевые слова: гексокиназа 1, протеинкиназа SnRK1, TOR-киназа, Arabidopsis thaliana, сахаропо-
средованный сигналинг, транскрипционные факторы  
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Abstract: Sugars play an important role in plant metabolism. They are not only a source of energy, but also 
an integral part of the intracellular signalling network. Signals involving sugars regulate a variety of metabolic 
reactions, e.g. carbon and nitrogen metabolism, and produce plant response to biotic and abiotic stresses. 
This paper provides a brief review of modern publications about sugars acting as metabolites and signalling 
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molecules. The well-known and recently discovered pathways for the transmission of sugar-mediated signals 
are described, along with their role in the regulation of plant metabolism and expression of nuclear genes. 
Hexokinase 1 (an enzyme for glucose synthesis), which was one of the first studied participants in the sugar-
mediated signalling network, regulates the expression of many nuclear genes in response to changes in the 
glucose level. Hexokinase 1 should be considered as a broad-spectrum regulator due to its participation in 
the transmission of mitochondrial-nuclear signals and regulation of aging processes in plants, which func-
tions lay beyond the regulation of metabolic reactions. Of particular interest is the participation of sugar-
mediated signals in the switching of metabolic reactions in response to changes in carbohydrate concentra-
tions. Sugar deficiency deactivates most energy-intensive processes, at the same time as stimulating photo-
synthesis or (in its absence) enhancing catabolic reactions due to activation of the SnRK1 kinase. Under suf-
ficient sugar levels, the SnRK1 kinase is suppressed and the TOR kinase is activated, which stimulates ana-
bolic reactions and growth. The role of competing SnRK1 and TOR kinases as the main regulators of such a 
process is considered, along with the function of signals mediated by trehalose-6-phosphate highly similar to 
the TOR signalling pathway. All these regulatory mechanisms enable plants to adapt to environmental 
changes and maintain homeostasis. It is possible that additional information will be obtained in the nearest 
future on the interaction of energy and stress-dependent signals in plants through the antagonism of TOR 
and SnRK1. 
 

Keywords: hexokinase 1, protein kinase SnRK1, TOR kinase, Arabidopsis thaliana, sugar signalling, tran-
scription factors  
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ВВЕДЕНИЕ 
Сахара являются важнейшими компонентами 

метаболизма у всех живых организмов. Они 
служат основой для построения многих соедине-
ний, являются источником энергии в автотроф-
ных и гетеротрофных тканях растений. Помимо 
этого некоторые сахара могут играть роль сиг-
нальных молекул и принимать участие в регуля-
ции экспрессии ядерных генов, продукты кото-
рых участвуют в реакциях фотосинтеза, азотном 
обмене и др. [1]. Сигнальные пути с участием 
сахаров вовлечены в процессы переключения 
между ювенильной и взрослой стадиями, а также 
в переходе от вегетативного к репродуктивному 
состоянию [2]. Многие компоненты сахаропосре-
дованной регуляторной сети до сих пор полно-
стью не изучены. 

Среди наиболее изученных и хорошо описан-
ных в литературе путей передачи сахаропосредо-
ванных сигналов у растений можно отметить сиг-
нальные пути с участием протеинкиназы SnRK1, 
TOR-киназы и трегалозо-6-фосфата (T6P) [3, 4]. 
Эти соединения активно участвуют в метаболиче-
ских процессах растений в качестве регуляторов, 
являются необходимыми компонентами для их 
естественного роста и развития. Все перечислен-
ные регуляторные пути обеспечивают своевре-
менную адаптацию метаболизма в ответ на лю-
бые изменения углеводного статуса. Сигналы, 
опосредуемые SnRK1-киназой, запускаются при 
экстремально низком уровне сахаров в организ-
ме, одновременно стимулируя фотосинтез и вы-
зывая перераспределение имеющихся ресурсов, 

высвобождаемых за счет катаболических реакций 
[5, 6]. Повышение уровня сахаров, в частности, 
глюкозы, которая может выступать в качестве 
сигнальной молекулы, вызывает активацию регу-
ляторных путей с участием TOR-киназ, которые 
подавляют SnRK1-регуляцию, усиливают анабо-
лические процессы и рост растений. В то же вре-
мя повышение содержания Т6Р приводит к за-
медлению роста проростков арабидопсиса [7], 
усилению катаболизма белков, аминокислот и 
липидов, выключению энергозатратного синтеза 
некоторых белков [8]. 

Для исследований сахаропосредованной ре-
гуляции было получено множество мутантов 
арабидопсиса с измененной чувствительностью 
к глюкозе, сахарозе, трегалозе и др. Исследова-
ния, проведенные на таких мутантах, позволили 
раскрыть способы контроля метаболических пу-
тей углеводов [9]. Выявлено огромное число ге-
нов, экспрессия которых регулируется сахароза-
висимыми сигналами [10]. 

На данный момент не все компоненты са-
харопосредованных путей выявлены до конца. 
Мало известно и о механизме регуляции этих 
путей в зависимости от тканеспецифичности.  
В ближайшее время должны быть проведены 
отдельные исследования, восполняющие эти 
пробелы, а также расширено представление о 
взаимодействии сахаропосредованных сигналов 
с гормонопосредуемыми сигналами. Особенные 
затруднения вызывает множественный эффект 
гормонов, который не всегда прост в интерпре-
тации. Выполнение этих исследований, несо-
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мненно, представляет интерес как в рамках спе-
цифической тематики сахаропосредованного 
сигналинга, так и при рассмотрении с другими 
возможными внутриклеточными и межклеточны-
ми сигнальными путями. 

В данном обзоре обобщены данные о струк-
туре, функциях и пересечении главных путей 
сахаропосредованного сигналинга. В отече-
ственной литературе число обзоров по данной 
тематике явно недостаточно, при этом зачастую 
они посвящены узким специализированным те-
мам, не рассчитанным на широкий круг исследо-
вателей. Опубликованы работы, посвященные 
сигнальной функции оксида азота, фитогормо-
нов, особенностям регуляции сахарозосинтазы, 
роли сигнальных путей с участием нитрат-иона в 
регуляции ферментов фотосинтеза и метабо-
лизма азота и углерода. Цель предлагаемого 
обзора – обобщить данные об известных мес-
сенджерах основных сахаропосредованных сиг-
нальных путей у арабидопсиса, сравнить их роль 
в регуляции физиологических процессов, в том 
числе связанных с прорастанием семян, ростом 
проростков, переключением метаболических пу-
тей, а также рассмотреть их взаиморегуляцию и 
пересечение с сигналингом фитогормонов.  

 
СИГНАЛЬНАЯ ФУНКЦИЯ ГЛЮКОЗЫ  
И РОЛЬ НХК1 
Глюкоза опосредует многие регуляторные пути 

у растений [11]. Использование неметаболизируе-
мых гексоз позволило выявить и изучить возмож-
ные пути передачи сигналов с ее участием. Глю-
козозависимая регуляция представлена целой се-
тью сигнальных путей, вовлеченных в регуляцию 
экспрессии более 2000 генов растений, значитель-
ная часть которых кодирует различные факторы 
транскрипции [12, 13]. Большую роль в передаче 
этого типа сигналов играют гексокиназы (hexoki-
nase, НХК), выполняющие не только каталитиче-
скую функцию, но и выступающие в качестве пер-
вичного сенсора глюкозы [9, 14]. Гексокиназы ара-
бидопсиса представлены шестью белками, три из 
которых (НХК1-3) имеют каталитическую актив-
ность, а также тремя гексокиназо-подобными бел-
ками (hexokinase-like, HKL), лишенными каталити-
ческой активности. Установлено, что регуляторную 
функцию осуществляют только белки НХК1, НХК3 
и НХL3 [15]. 

Впервые регуляторная роль гексокиназ у 
растений была установлена в экспериментах по 
обработке изолированных протопластов пшени-
цы раствором глюкозы, в результате которых 
была выявлена ее роль в подавлении реакций 
глиоксилатного цикла и экспрессии генов фото-
синтеза [16]. 

Наиболее изученным сенсором глюкозы у 
растений является гексокиназа 1 (НХК1) – цито-
зольный фермент, катализирующий превраще-
ние глюкозы в глюкозо-6-фосфат. НХК1 входит в 

состав высокомолекулярного комплекса ядерной 
локализации, регулирующего транскрипцию 
ядерных генов [17]. В исследованиях с примене-
нием мутантов арабидопсиса gin2 (glucose 
insensitive 2), показана роль НХК1 в качестве 
первого звена при передаче внутриклеточных 
глюкозозависимых сигналов у растений. Мутант-
ная линия gin2-1 имеет дефект по гену гексоки-
назы 1 HXK1/GIN2, в результате мутантные рас-
тения сохраняют возможность синтезировать 
глюкозо-6-фосфат, но лишены регуляторной 
функции HXK1, то есть способности к связыва-
нию и транспортировке молекул глюкозы. Глю-
козозависимые изменения экспрессии ядерных 
генов у этих растений нарушаются, несмотря на 
сохранение каталитической функции HXK1. Та-
ким образом, каталитическая функция НХК1 для 
передачи регуляторных сигналов, опосредуемых 
глюкозой, значения не имеет [3, 16]. 

НХК1 играет важную роль в регуляции цве-
тения, роста корней и листьев в условиях повы-
шенной освещенности (200–300 мкмоль·м

-2
с

-1
 

для арабидопсиса) [1, 11]. Отмечено, что повы-
шение уровня глюкозы в апопласте пыльцевых 
трубок арабидопсиса вызывает остановку их ро-
ста, что опосредуется НХК1 [18]. Данные о двой-
ственной функции НХК1 получены в эксперимен-
тах с мутантными и трансгенными линиями ара-
бидопсиса, которые имели повышенную или по-
ниженную чувствительность к глюкозе [17].  

Присутствие в питательных средах глюкозы 
или сахарозы может тормозить прорастание се-
мян и развитие проростков на ранних стадиях 
[19]. Выращивание растений дикого типа на сре-
дах с добавлением 2 или 3% глюкозы не оказы-
вает существенного негативного действия на раз-
витие проростков. В то же время концентрация 
глюкозы или сахарозы 6% может приводить к за-
держке прорастания семян на сутки и более, 
ухудшению развития листьев, формированию 
укороченных корней [20]. Однако растения араби-
допсиса AtHXK1, сверхэкспрессирующие ген 
HXK1, были чувствительны к добавлению даже 
небольших количеств глюкозы в среду выращи-
вания (2% глюкозы) [3, 19]. Растения линии anti-
AtHXK1 со сниженной экспрессией гена HXK1 
имели менее выраженную регуляторную актив-
ность гексокиназы 1 и не проявляли угнетения 
роста при обработке экзогенной глюкозой [17, 21]. 

У растений выявлены два основных пути пе-
редачи сигналов с участием глюкозы: 

1. НХК1-зависимый путь, главная функция – 
подавление экспрессии генов, продукты которых 
участвуют в фотосинтезе и транспорте сахаров в 
клетку, а также участие в активации экспрессии 
некоторых генов. Так, у арабидопсиса глюкоза 
выступает как положительный регулятор экс-
прессии транскрипционных факторов MYB34, 
MYB51, MYB122 и генов CYP79B2 и CYP83B1, 
которые отвечают за биосинтез вторичных мета-
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болитов гликозинолатов, задействованных в 
различных биологических процессах, включая 
стрессовый ответ. Отсутствие индукции этих ге-
нов у мутантов gin2-1 указывает на роль НХК1 в 
активации их экспрессии, а также позволяет 
предположить роль НХК1 в регуляции вторично-
го метаболизма [22]. 

2. НХК1-независимый путь. Известны гены, 
глюкозозависимая регуляция экспрессии которых 
у трансгенных линий арабидопсиса не изменяет-
ся, несмотря на сниженную или повышенную экс-
прессию гена HXK1. Такая HXK1-независимая 
регуляция обеспечивает защиту растений от па-
тогенов и может быть опосредована глюкозой, 
сахарозой или фруктозой с привлечением помимо 
гексокиназы 1 других гексокиназ [23]. Передача 
сигналов этого типа может осуществляться через 
G-белок RGS1, который имеет 7 трансмембран-
ных доменов и действует как высокочувствитель-
ный сенсор глюкозы. Регуляция с участием белка 
RGS1 приводит к остановке деления клеток и за-
медлению роста [9]. 

Отмечено тесное перекрывание сигналов, 
опосредуемых глюкозой, с сигналами, опосреду-
емыми фитогормонами [2]. Многие мутации ара-
бидопсиса, связанные с нарушениями в переда-
че сахаропосредованных сигналов, являются 
аллельными к мутациям в генах, кодирующих 
ферменты синтеза абсцизовой кислоты (АБК) [9]. 
Так, мутант gin1 (glucose insensitive 1) аллелен 
мутанту aba2 (abscisic acid insensitive 2) и несет 
дефект гена, кодирующего один из ферментов 
биосинтеза АБК; мутант gin5 (glucose insensitive 
5) аллелен мутанту aba3 (abscisic acid 3), также 
имеющему нарушение биосинтеза АБК; мутант 
sis5 (sucrose insensitive 5) аллелен мутантам 
sun6 (sucrose uncoupled 6), isi3 (impaired sucrose 
induction 3), gin6 (glucose insensitive 6) и abi4 (ab-
scisic acid insensitive 4), все эти мутанты несут 
дефекты гена ABI4, кодирующего одноименный 
транскрипционный фактор [24]. При повышении 
уровня глюкозы в клетках растений запускается 
НХК1-опосредованная индукция синтеза АБК, 
которая вызывает угнетение деления клеток и 
остановку развития проростков арабидопсиса 
[25]. Взаимодействие регуляторных путей, опо-
средуемых глюкозой и АБК, активно осуществ-
ляется на ранних стадиях развития проростков 
через прямой контроль экспрессии генов, ответ-
ственных за фотоавтотрофное развитие, про-
растание и фотосинтез [26]. Одним из компонен-
тов, участвующих в передаче сигналов от АБК, 
является транскрипционный фактор ABI4. Экс-
прессия гена ABI4 повышается при увеличении 
содержания как АБК, так и глюкозы, а также при 
различных стрессах, которые также индуцируют 
биосинтез АБК [27]. 

Подтверждено участие ABI4 в передаче ми-
тохондриально-ядерных сигналов у растений. 
При действии ротенона (ингибитора дыхательно-

го комплекса I) у растений арабидопсиса экотипа 
происходит индукция ядерного гена AOX1A, про-
дукт которого (альтернативная оксидаза дыха-
тельной цепи) локализован в митохондриях. У 
мутантов abi4 такой индукции не происходит. 
Показано, что белок ABI4 связывается с регуля-
торными элементами, расположенными в промо-
торной области гена альтернативной оксидазы 
AOX1A [28]. Эти данные указывают на непосред-
ственное участие транскрипционного фактора 
ABI4 в передаче митохондриально-ядерных сиг-
налов при нарушении работы митохондриальной 
электрон-транспортной цепи [28, 29]. 

Можно отметить тесное пересечение регуля-
торных путей, опосредуемых глюкозой и АБК,  
с путями, опосредуемыми фитогормоном этиле-
ном. Мутантные линии арабидопсиса, нечувстви-
тельные к этилену (etr1-1, ein2 и ein3-1), являют-
ся гиперчувствительными к действию глюкозы. 
Линии eto1-1 (ethylene overproduction 1) и ctr1-1 
(constitutive ethylene triple response 1) с усилен-
ным биосинтезом этилена не имеют задерж- 
ки роста при выращивании на среде с 6% глюко-
зой [11, 30]. 

Обработка проростков фитогормоном цито-
кинином вызывает стимуляцию роста гипокотиля 
у мутантов gin2-1 по сравнению с растениями 
дикого типа, что позволяет предположить, что 
причиной этого может служить повышенная чув-
ствительность мутантов gin2-1 к действию дан-
ного фитогормона. Следует отметить, что дей-
ствие цитокинина также отменяет задержку в 
раннем развитии проростков экотипа, выращен-
ных на среде с 6%-й глюкозой, что указывает на 
подавление путей передачи сигналов с участием 
НХК1. Однако повышение уровня цитокининина 
в организме растений активно стимулирует син-
тез фитогормона этилена (антагонист сигналов с 
участием глюкозы), что позволяет предположить 
роль цитокинина как посредника в вышеописан-
ных процессах [3, 11]. 

НХК1-зависимые регуляторные пути стиму-
лируют старение растений. Сверхэкспрессия 
гена HXK1 арабидопсиса приводит к усилению 
процессов, связанных со старением, в то время 
как мутанты gin2-1 проявляют существенную за-
держку старения [3, 31]. Следует отметить, что 
отсутствие HXK1 у этих мутантов полностью не 
отменяет действие экзогенных сахаров на сти-
муляцию процессов старения, что указывает на 
потенциальное участие других типов сахаропо-
средованных сигналов. 

 
РОЛЬ SNRK1-ОПОСРЕДОВАННЫХ  
СИГНАЛОВ В АДАПТАЦИИ РАСТЕНИЙ  
К ДЕФИЦИТУ ЭНЕРГИИ 
Консервативная гетеротримерная протеинки-

наза SnRK1 – важный регулятор процессов  
метаболизма и клеточного гомеостаза у расте-
ний [1]. Она является одним из центральных 
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компонентов-переключателей процессов, на- 
правленных на балансирование клеточной энер-
гии. Передача сигналов с участием белкового 
комплекса SnRK1 у растений осуществляется 
посредством привлечения большого числа дру-
гих белков-переносчиков. Запуск каскада сигна-
лов с участием SnRK1 происходит при снижении 
уровня эндогенных сахаров, которые в норме 
репрессируют активность этой киназы. Актива-
ция SnRK1 направлена на повышение уровня 
растворимых сахаров в клетке, что достигается 
посредством усиления реакций катаболизма, 
репрессии реакций анаболизма, но одновремен-
но активации фотосинтеза и глюконеогенеза [6]. 
SnRK1-опосредованная регуляция реализуется с 
участием различных транскрипционных факто-
ров (семейств bZIP, NAC и FUS) [32]. 

SnRK1 – это мультисубъединичный ком-
плекс, состоящий из трех субъединиц: α-субъ-
единица является двухкомпонентной и состоит 
из киназного и регуляторного доменов, β- и  
γ-субъединицы являются регуляторными. Каж-
дый тип субъединиц включает несколько подти-
пов (α1, α2 и т.д.). В зависимости от подтипа  
α-субъединицы семейство SnRK1 включает под-
семейства SnRK1α1/SnRK1α2/SnRK1α3 (также 
именуемые SnRK1.1/SnRK1.2/SnRK1.3, AKINα1/A 
KINα2/AKINα3, KIN10/KIN11/KIN12 или AKIN10/A 
KIN11/AKIN12). Киназный домен α-субъединицы 
содержит участок, называемый T-loop и несущий 
высококонсервативный аминокислотный остаток 
треонина, который локализуется для каждого 
типа α-субъединицы в специфическом положе-
нии этого белкового косплекса. Фосфорилирова-
ние этих треониновых остатков запускает киназ-
ную активность SnRK1 [33]. 

В 2007 г. было установлено, что инактивация 
двух субъединиц SnRK1 – SnRK1α1/KIN10 и 
SnRK1α2/KIN11 (kinase10/11), обладающих ката-
литической активностью, приводит к нарушению 
функционирования SnRK1, остановке роста и 
развития проростков арабидопсиса [6]. Экспрес-
сия многих генов, продукты которых участвуют в 
процессах катаболизма и анаболизма, подверже-
на регуляции с участием KIN10 и KIN11. На моло-
дых листьях и цветках арабидопсиса показано, 
что киназы GRIK1/SnAK1 и GRIK2/SnAK2 (gemini-
virus Rep interacting kinase или SnRK1-activating 
kinase) активируют SnRK1 посредством фосфо-
рилирования субъединиц KIN10 и KIN11. Двойной 
мутант SnAK1-SnAK2 по генам GRIK1 и GRIK2, 
полученный методом инсерционного мутагенеза, 
способен к цветению, но не способен давать се-
мена [34]. Нарушение работы любой из этих киназ 
вызывает нарушение фосфорилирования SnRK1, 
что указывает на их участие в регуляции работы 
SnRK1. KIN10 участвует в хлоропластно-ядерной 
регуляции экспрессии генов [35]. 

В 2018 г. было показано, что регуляторная 
субъединица SnRK1 KINγ взаимодействует с 

HXK1 арабидопсиса, подавляя ее регуляторную 
функцию. Поскольку экспрессия гена KINγ инду-
цируется в темноте, можно предположить, что 
эта субъединица участвует в передаче сигналов, 
возникающих в ответ на дефицит углеводов, 
возникающий при долгом отсутствии фотосинте-
за [36]. 

SnRK1-опосредованные сигналы принимают 
участие в регуляции метаболизма крахмала. 
Растения картофеля, содержащие сверхэкспрес-
сирующие гены SnRK1-киназного комплекса, 
имели повышенную экспрессию генов сахаро-
синтазы и глюкозо-1-фосфатаденилилтрансфе-
разы (продукты которых участвуют в синтезе 
крахмала), что приводило к возрастанию содер-
жания крахмала в клубнях. Необходимость 
SnRK1 для экспрессии генов α-амилазы (фер-
мент гидролиза крахмала) в условиях углеводно-
го голодания у эмбрионов риса и пшеницы ука-
зывает на роль SnRK1 в регуляции синтеза и 
распада крахмала [37]. 

 
СИГНАЛЫ, ОПОСРЕДУЕМЫЕ  
TOR-КИНАЗОЙ, КАК АНТАГОНИСТЫ  
SNRK1-СИГНАЛОВ 
TOR (Target of Rapamycin) – это серин/трео-

ниновая протеинкиназа, являющаяся одним из 
ключевых регуляторов метаболизма. Эволюцион-
но консервативная TOR-опосредованная регуля-
ция присутствует у дрожжей, животных и расте-
ний [38]. Гены, кодирующие TOR-киназы, были 
обнаружены в геноме всех отсеквенированных 
видов растений и водорослей. 

У животных и дрожжей TOR-киназа пред-
ставлена в виде двух высокомолекулярных ком-
плексов, называемых TORC1 и TORC2, структу-
ра которых хорошо изучена [39]. В геноме ара-
бидопсиса отсутствуют последовательности, го-
мологичные компонентам комплекса TORC2, од-
нако, имеются гомологи ТОRС1 и два ТОR-
взаимодействующих комплекса – LST8 и RAP-
TOR [40], что позволяет рассматривать эти бел-
ки в качестве основной консервативной части 
TOR-опосредованной регуляции, распростра-
ненной у растений, животных и дрожжей. 

В отличие от млекопитающих или дрожжей, у 
растений на данный момент выявлено лишь не-
большое число физиологических процессов, ко-
торые регулируются ТОR-киназой. Прямые ми-
шени ТОRС1-опосредуемых сигналов – рибосо-
мальная киназа S6 (S6K) и белок ТАР46. У 
дрожжей S6K участвует в регуляции размера 
клеток и в развитии старения. Предполагается, 
что S6K у арабидопсиса ограничивает деление 
клеток и их рост при дефиците сахаров. Уста-
новлено, что РР2А, регуляторная субъединица 
белка ТАР46 арабидопсиса, фосфорилируется с 
участием ТОRC1. При нарушении структуры 
белка ТАР46 происходит снижение активности 
ферментов ассимиляции нитратов, например, 
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нитратредуктазы, что указывает на роль TOR в 
регуляции метаболизма азота у растений [38]. 
При азотном голодании снижение активности 
ТОR запускает эндоцитоз и деградацию узкоспе-
цифических транспортеров, которые затем за-
меняются на транспортеры более широкой спе-
циализации, способные вовлекать большее чис-
ло молекул, являющихся потенциальным источ-
ником энергии [39]. 

Глюкоза может активировать TOR посред-
ством деактивации SnRK1. TOR-киназа активи-
руется при высоком уровне питательных ве-
ществ и запускает связанные с ростом энергоем-
кие процессы, такие как трансляция, пролифе-
рация клеток, реакции анаболизма [41]. Установ-
лено, что у арабидопсиса TOR-сигналы являют-
ся главными медиаторами, связанными с про-
растанием [12]. Для смещения от гетеротрофно-
го к фотоавтотрофному типу роста у проростков 
арабидопсиса TOR-сигналы, опосредованные 
глюкозой, активируют большое число генов, 
участвующих в клеточном цикле и анаболиче-
ских процессах, и подавляют гены, ответствен-
ные за катаболизм. Мутанты raptor1 практически 
не прорастают, имеют пониженную устойчивость 
к стрессам [42]. TOR-опосредуемые сигналы 
действуют сходно с Т6Р, являясь антагонистами 
SnRK1-сигналинга. Доказано, что у млекопитаю-
щих и дрожжей при дефиците питательных ве-
ществ аналоги SnRK1 ингибируют активность 
компонентов комплекса TOR [30]. Таким обра-
зом, сигналы SnRK1 и ТОR действуют по прин-
ципу антагонистов. Предполагается, что KIN10 в 
составе SnRK1 фосфорилирует RAPTOR, деак-
тивируя ТОR-систему [36]. По-видимому, это си-
стема контроля степени энергии функционирует 
у растений на уровне белков-переключателей 
анаболических и катаболических клеточных про-
цессов. Несмотря на вовлеченность ТОR- и 
SnRK1-сигналов в регуляцию многих метаболи-
ческих процессов, невозможно точно определить 
все компоненты передачи этих регуляторных 
путей. Очевидно, что эти две системы иниции-
руют разнонаправленные сигналы и не функцио-
нируют одновременно. 

Установлена роль TOR-сигналов в биогенезе 
рибосом у растений, дрожжей и млекопитающих. 
Активируемые глюкозой TOR-сигналы приводят к 
усилению экспрессии более сотни генов араби-
допсиса, кодирующих белки рибосом, а также их 
факторы сбора инициации и элонгации [43, 44]. 
Кроме того, экспрессия этих генов репрессирует-
ся сигналами с участием KIN10, которая активи-
руется при голодании или стрессе и подавляется 
глюкозой [45]. Эти данные еще раз подтвержда-
ют антагонизм между сигналами TOR и SnRK1. 

 
СИГНАЛЬНАЯ ФУНКЦИЯ ТРЕГАЛОЗЫ  
И Т6Р 
Трегалозо-6-фосфат (Т6P), предшественник 

трегалозы, синтезируется из глюкозо-6-фосфата 
и UDP-глюкозы с участием трегалозо-6-фосфат-
синтазы. Молекулы Т6Р служат сигналом повы-
шения уровня эндогенных сахаров [37]. Синтез 
Т6P в ответ на повышение уровня эндогенной 
сахарозы поддерживает процессы роста клеток 
через стимулирование синтеза различных ком-
понентов клеточных стенок, а также приводит к 
взаимодействию с сигналами, опосредуемыми 
ауксинами и светозависимой регуляцией [46]. 
При низком уровне Т6P происходит задержка 
роста растений ввиду угнетения биосинтетиче-
ских процессов [47]. 

Получены данные о практической значимости 
трегалозы при ее использовании в борьбе с муч-
нистой росой (Blumeria graminis) у пшеницы. Об-
работка трегалозой зараженных проростков 
пшеницы стимулирует экспрессию защитных ге-
нов в ответ на стресс, что приводит к активации 
специфической защитной реакции и повышает 
устойчивость растения [37]. 

Важным моментом сахаропосредованной ре-
гуляции является взаимодействие между сигна-
лами Т6P и SnRK1 [48]. Установлено, что Т6Р-
сигналы ингибируют активность SnRK1, что при-
водит к активации синтетических реакций, сти-
мулирует анаболические реакции в организме 
[11]. Однако детальный механизм этого типа 
взаимодействий требует дальнейшего изучения. 

У арабидопсиса повышение уровня Т6P при-
водит к накоплению антоцианов на поздних ста-
диях развития листьев. При понижении уровня 
Т6P уровень антоцианов снижается. Растения 
арабидопсиса с «выключенными» генами kin10 и 
kin11 также имеют повышенное содержание ан-
тоцианов в листьях и демонстрируют раннее 
старение в условиях постоянной освещенности, 
в то время как у трансгенных растений с повы-
шенным уровнем экспрессии генов kin10 и kin11 
старение замедляется [49]. Интересно отметить, 
что в стареющих листьях растения SnRK1 не 
ингибируется Т6P, возможно, по причине отсут-
ствия соответствующих промежуточных сигналов 
[21]. T6P накапливается при развитии процессов 
старения. Трансгенные растения арабидопсиса, 
экспрессирующие бактериальный фермент TPP 
(T6P-фосфотаза, катализирует превращение 
T6P в трегалозу), имеют сниженное содержание 
T6P и проявляют признаки отмены старения в 
виде отмены пожелтения листьев, снижения экс-
прессии генов-маркеров старения и отсутствие 
накопления антоцианинов [50]. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
У растений на сегодняшний день известно 

большое число различных регуляторных путей, 
протекающих с участием сахаров в качестве сиг-
нальных молекул. Механизмы такой регуляции 
эволюционно консервативны для всех эукариот. 
Часть компонентов этой большой и сложной сети 
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сигналов остается не до конца изученной, поэто-
му исследования в этом направлении не теряют 
своей актуальности. Дальнейшие исследования 
позволят установить новые точки пересечения 
этих сигнальных путей, выявить их взаимосвязь, 
что позволит понять весь механизм передачи са-
харопосредуемых сигналов. В частности, пред-
стоит выяснить, какие именно промежуточные 
молекулы действуют на внутриклеточном, меж-
клеточном и организменном уровнях. Наконец, 
какие именно молекулы лежат во всех пересече-
ниях регуляторных путей между TOR, SnRK1 и 
HXK1, как именно они действуют с учетом ткане-
специфичности у разных видов растений. Вполне 
возможно, что в ближайшее время будут открыты 
новые компоненты и новые сахаропосредованные 
пути регуляции как экспрессии генов, так и непо-

средственно метаболизма у растений. Будет по-
лучена дополнительная информация о пересече-
нии энергетических и стресс-сигналов у растений 
через взаимоисключающие функции SnRK1 и 
TOR-киназ, участвующих в регуляции транскрип-
ции, трансляции и общего метаболизма в ответ 
на сигналы от гормонов, циркадных ритмов, пато-
генов, изменения уровня питательных веществ и 
сигналов из внешней среды. Более детальное 
изучение особенностей передачи сигналов с уча-
стием сахаров представляет большой интерес в 
связи с исключительной важностью этих сигналов 
для адаптации растений к изменяющимся усло-
виям окружающей среды и, как следствие, для 
обеспечения их высокой биологической продук-
тивности. 
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Выявление соединения, антигеноподобного  
трийодтиронину, в клетках высших растений 
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Резюме: Общеизвестно метаболическое значение йодтиронинов в организме человека и животных. 
Для растений подобные соединения не описаны, однако, известны эффекты лекарственных растений 
на функцию щитовидной железы, что предполагает возможность присутствия соединений, анало-
гичных тиреоидным гормонам в клетках растений. Цель работы – выявление в клетках высших рас-
тений биологически наиболее активного представителя йодтиронинов – 3,5,3’-трийодтиронина. Ме-
тодом иммуноферментного анализа показано, что в тканях корня и стебля проростков фасоли при-
сутствует соединение, взаимодействующее с поликлональной сывороткой к 3,5,3’-трийодтиронину. 
Установлено, что в клетке выявленное соединение распределено неравномерно: в ядрах клеток его 
концентрация в 7–10 раз выше, чем в цитоплазме. Наряду с растениями фасоли исследованы 8 слу-
чайно выбранных растений, принадлежащих как к двудольным, так и однодольным растениям. Во всех 
исследованных растениях методом иммуноферментного анализа определено присутствие аналога 
3,5,3’-трийодтиронина. Добавление экзогенного йодтиронина – тироксина (3,5,3’,5’-тетрайодтирони-
на) при предпосевной обработке семян пшеницы достоверно повысило их всхожесть и привело к зна-
чимому увеличению соотношения массы побега к массе корня пятисуточных растений пшеницы при 
времени замачивания 6 и 12 ч. Вследствие обработки семян пшеницы тироксином в ядрах клеток 
стебля и корня пятидневных растений пшеницы произошло достоверное снижение концентрации вы-
явленного соединения. Накопление в ядрах клеток и выявленные физиологические эффекты экзоген-
ного 3,5,3’,5’-тетрайодтиронина позволяют предположить, что в клетках высших растений данное 
соединение принимает участие в регуляции активности генов подобно тому, как это имеет место в 
клетках животных. 
 

Ключевые слова: высшие растения, йодтиронины, тироксин, внутриклеточное распределение, 
всхожесть, соотношение масс побега и корня  
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to triiodothyronine in the cells of higher plants 
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Abstract: Iodothyronines play an important role in human and animal metabolism; however, their action in 
plant species is yet to be described. The known beneficial effects of medicinal plants on the function of the 
thyroid gland suggest the presence of compounds similar to thyroid hormones in plant cells. In this work, we 
aim to reveal the presence of 3,5,3'-triiodothyronine, the most active representative of iodothyronines, in the 
cells of higher plants. Using the method of immunoenzyme analysis, it was determined that the roots and 
stems of bean seedlings contain a compound interacting with a polyclonal serum to 3,5,3'-triiodothyronine. 
The identified compound is distributed unevenly within the cell: its concentration in the cell nuclei is 7–10 
times higher than that in the cytoplasm. Along with bean plants, 8 randomly selected plants belonging to both 
dicotyledonous and monocotyledonous families were studied. In all the studied species, the presence of an 
analogue of 3,5,3'-triiodothyronine was determined using the method of immunoenzyme analysis. The use of 
exogenous iodothyronine – thyroxine (3,5,3',5'-tetraiodothyronine) – for the pre-sowing treatment of wheat 
seeds reliably improved their germination and led to a significant increase in the root-shoot mass ratio of 
five-day-old wheat seedlings under the soaking time of 6 and 12 hours. The treatment of wheat seeds with 
thyroxine led to a significant decrease in the concentration of the identified compound in the stem and root 
cell nuclei of five-day-old wheat seedlings. The revealed physiological and accumulation effects of exoge-
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nous 3,5,3',5' tetraiodothyronine suggest its involvement in gene regulation in the cells of higher plants, simi-
larly to that in animal cells. 
 

Keywords: higher plants, iodothyronines, thyroxine, intracellular distribution, germination, root–shoot mass 
ratio  
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ВВЕДЕНИЕ 
Несмотря на очевидные различия в моле-

кулярных механизмах гормональной регуляции 
роста, развития и метаболизма растений и жи-
вотных, за последние десятилетия накоплены 
факты, свидетельствующие о существовании у 
растений структурных аналогов многих гормонов 
животных [1–5].  

В организме животных йодтиронины пред-
ставлены 3,5,3’-трийодтиронином и 3,5,3’5’-тет-
райодтиронином [6–9], которые подобно другим 
гидрофобным гормонам имеют внутриядерные 
рецепторы и принимают участие в регуляции 
транскрипции генов [10, 11]. Присутствие йодти-
ронинов в клетках растений до настоящего вре-
мени не описано, но отмечены эффекты лекар-
ственных растений на функцию щитовидной же-
лезы [12–16]. Из лекарственных растений выде-
лены соединения, способные взаимодейство-
вать с ядерными тиреоидными рецепторами кле-
ток животных [5]. Цель данного исследования – 
выявление в растительных тканях соединений, 
антигеноподобных 3,5,3’-трийодтиронину, мето-
дом иммуноферментного анализа. 

 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Материалом для исследования служили тка-

невые гомогенаты, фракции цитоплазмы и нук-
леоплазмы, полученные из стебля и корня девя-
ти видов растений.  

Исследованы следующие растения: фасоль 
обыкновенная (Phaseolus vulgaris L., сорт Принто); 
бобы овощные (Vicia faba L., сорт Вировские); зем-
ляника садовая (Fragaria ananassa, сорт Фести-
вальная); банан райский (Musa paradisiaca L.); кар-
тофель (Solanum tuberosum, сорт Великан); мор-
ковь посевная (Daucus carota subsp. Sativus, сорт 
Фея); петрушка огородная (Petroselinum crispum L., 
сорт Богатырь); лук репчатый (Allium сepa L., сорт 
Фермер); пшеница мягкая (Triticum aestivum L, сорт 
Саратовская 29). Морковь, петрушка, земляника, 
банан, картофель и лук выращены в открытом 
грунте. Использованы пятидневные проростки фа-
соли, бобов и пшеницы, выращенные методом 
гидропоники на дистиллированной воде. Семена 
пшеницы подвергали предпосевной обработке 
раствором L-тироксина в концентрациях 10, 100 и 
1000 нг/л в течение 3, 6, 12 и 24 ч для каждой кон-
центрации. В контроле семена выдерживали в ди-
стиллированной воде при аналогичном времени 

инкубации. В контроле и в каждом варианте экспе-
римента в 10 чашек Петри помещали по 50 зерно-
вок и добавляли 15 мл раствора L-тироксина соот-
ветствующей концентрации. После окончания 
предпосевной обработки семена промывали в про-
точной воде в течение 1 мин и помещали в чашки 
Петри с добавлением 5 мл воды на сутки для про-
ращивания в термостате при 28 ºС без освещения. 
Проросшие семена выращивали методом гидро-
поники на дистиллированной воде до возраста  
5 суток. В контроле и в каждом варианте экспери-
мента использовано по 10 чашек Петри. 

Иммуноферментное определение концент-
рации трийодтиронина в пробах проводили с 
применением тест-систем «Т3 общий-ИФА-
БЕСТ» производства АО «Вектор-Бест» (Рос-
сия), основанных на методе одностадийного 
твердофазного конкурентного иммунофермент-
ного анализа с применением поликлональных 
антител к трийодтиронину.  

Статистическую обработку полученных 
данных проводили с использованием ПО Statisti-
ca 6.0. Для определения концентрации исследу-
емых соединений в ядрах и цитоплазме клеток 
корня и стебля рассматривали по 30 экземпля-
ров каждого вида растений, вычисляли среднее 
арифметическое значение показателя и абсо-
лютные ошибки его определения. При сравнении 
концентрации исследуемых соединений исполь-
зовали t-критерий Стьюдента.  

 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
На первом этапе исследования в гомогенатах 

стебля и корня проростков фасоли методом имму-
ноферментного анализа показано при-сутствие 
соединений, конкурирующих с трийодтиронином за 
связывание с поликлональными антителами, ис-
пользованными для сенсибилизации лунок стрипа. 
В гомогенатах стебля среднее значение концен-
трации выявленных соединений составило 
11,4±0,41 нмоль/л, в пробах, полученных из корней 
– 7,73±0,29 нмоль/л (n = 30). Из литературы из-
вестно о существо-вании лекарственных растений, 
нормализующих состояние тиреоидной системы 
[12–16]. По данным авторов работы [5], соедине-
ния, с которыми связано лекарственное действие 
растений, не являются йодтиронинами и относятся 
к продуктам вторичного обмена. Если выявленные 
в нашем исследовании соединения также являют-
ся продуктами вторичного обмена исследованных 

https://doi.org/10.21285/2227-2925-2020-10-4-639-646
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растений, то, вероятно, они локализуются в цито-
плазматической части клетки. Для проверки этого 
предположения проведено определение концен-
трации выявленных соединений в ядрах и цито-
плазме клеток проростков фасоли. 

Как следует из гистограммы, приведенной на 
рис. 1, концентрация антигеноподобного трийод-
тиронину соединения в ядрах клеток достоверно 
выше, чем в цитоплазме (T = 3,56; p = 0,041 для 
клеток корня и T = 4,19; p = 0,023 для клеток 
стебля) и превышает ее в 6–10 раз. Из данных 
эксперимента следует, что распределение вы-
явленного соединения между ядрами и цито-
плазмой клеток проростков фасоли аналогично 
распределению 3,5,3’-трийодтиронина в клетках 
животных и человека [17]. 

Таким образом, существует вероятность то-
го, что йодтиронины, или структурно близкие к 
ним соединения, в ядрах клеток фасоли прини-
мают участие в регуляции активности генов по-
добно тому, как это происходит в животных клет-
ках. Если это предположение верно, подобные 
соединения с высокой вероятностью должны 
присутствовать и в клетках других высших рас-
тений. Если же выявленные соединения являют-
ся продуктами вторичного обмена, они должны 
существовать не во всех растениях, а лишь в 
тех, которые отнесены к лекарственным на осно-
вании эффектов вторичных метаболитов на 
функцию щитовидной железы человека. Для 
проверки этого предположения проведено имму-

ноферментное определение 3,5,3’-трийод-
тиронина в ядрах клеток стебля и корня восьми 
случайно выбранных растений, относящихся как 
двудольным, так и однодольным растениям. Ре-
зультаты определения представлены в табл. 1. 

Как следует из данных, приведенных в табл. 1, 
во всех исследованных растениях обнаружены 
соединения, дающие положительную иммуно-
ферментную реакцию, причем в каждом расте-
нии концентрация выявленных соединений в яд-
рах значительно превышает его концентрацию в 
цитоплазме. Соотношение исследуемых соеди-
нений в ядрах стебля и корня варьировало в за-
висимости от вида растения. Таким образом, 
показано, что выявленные соединения присут-
ствуют не только в растениях семейства бобо-
вых, но и в растениях других семейств двудоль-
ных и однодольных растений. Поскольку расте-
ния для исследования были выбраны случайно, 
существует высокая вероятность того, что они 
имеются у всех высших растений. 

На основании того, что в ядрах клеток иссле-
дованных растений концентрация выявленного 
соединения более высокая, чем в цитоплазме, 
можно предположить, что оно принимает участие 
в регуляции активности генов. Одним из доказа-
тельств этого могло бы служить наличие эффек-
та экзогенных йодтиронинов на физиологические 
процессы растений. В табл. 2 приведены резуль-
таты эксперимента по изучению влияния обра-
ботки тироксином на всхожесть семян пшеницы. 

 

 
 

Рис. 1. Средняя концентрация антигеноподобного 3,5,3’-трийодтиронину соединения 
в цитоплазме и ядрах клеток проростков фасоли (n = 30). А – корни (T = 3,56; p = 0,041); 

Б – стебли (T = 4,19, p = 0,023) 
 

Fig. 1. Average concentration of antigen-like 3,5,3’-iodothyronine substance in the cytoplasm 
and nuclei of bean sprouts cells (n = 30). A – roots (T = 3,56; p = 0,041); Б – steams (T=4,19, p=0,023) 
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Таблица 1. Среднее значение (M
*
) концентрации антигеноподобного 3,5,3’-йодтиронину соединения в ядрах кле-

ток корня и стебля растений (нмоль/л) 
Table 1. Antigen-like 3,5,3’-iodothyronine substance middle concentration (M*)  

in the shoot and the root cell nuclei (nmol/l) 
 

Вид растения, сорт 
Корень Стебель 

Цитоплазма 
M±m 

Ядра 
M±m 

Цитоплазма 
M±m 

Ядра 
M±m 

Пшеница мягкая (Tríticum aestívum), Саратовская 29 
2,55±0,22 15,45±0,97 1,8±0,31 14,04±1,03 

T = 5,48; p = 0,016 T = 6,04; p = 0,008 

Картофень (Solanum tuberosum), Великан 
3,1±0,84 11,53±0,79 1,59±0,21 14,57±0,95 

T = 3,73; p = 0,048 T = 4,88; p = 0,026 

Банан райский (Musa paradisiaca L.) 
2,31 ± 0,21 13,85 ± 0,89 2,36 ± 0,47 19,77±1,12 

T = 4,71; p = 0,031 T = 6,84; p = 0,008 

Морковь посевная (Daucus carota subsp. Sativus), Фея 
2,86±0,17 15,52±0,92 3,67±0,93 21,96±1,08 

T = 7,13; p = 0,003 T = 8,56; p = 0,001 

Земляника садовая (Fragaria ananassa), Фестивальная 
9,2±0,23 28,12±1,04 9,81±0,5 25,43±1,31 

T = 6,89; p = 0,007 T = 5,93; p = 0,016 

Петрушка огородная (Petroselinum crispum L.), Богатырь 
3,7±0,12 16,03±0,92 3,96±0,27 11,79±0,79 

T = 4,11; p = 0,032 T = 3,49; p = 0,050 

Лук репчатый (Allium сepa L.), Фермер 
3,36±0,22 13,67±1,03 3,19±0,40 20,89±0,91 

T = 3,87; p = 0,035 T = 4,62; p = 0,011 

Фасоль обыкновенная (Phaseolus vulgaris L.), Принто 
1,26±0,06 7,84±0,45 2,31±0,37 23,4±0,90 

T = 3,56; p = 0,041 T = 4,19, p = 0,023 

Бобы овощные (Vicia faba L.), Вировские 
1,19±0,61 20,6±1,14 2,99±0,24 19,37±0,98 

T = 7,31; p = 0,005 T = 5,96; p = 0,012 

Примечание. M – среднее арифметическое значение концентрации исследуемого соединения; ±m – абсолютная 
ошибка среднего значения; T – значение критерия Стьюдента; р – соответствующий уровень значимости. 

 
Таблица 2. Всхожесть семян пшеницы, обработанных тироксином 
Table 2. Germination of wheat seeds treated with thyroxine 
 

Концентрация 
тироксина, нг/л 

Время замачивания семян, ч 

3 
M±m

 
6 

M±m 
12 

M±m 
24 

M±m 

0 
10 

100 
1000 

40,3±1,7 
38,0±1,9 
39,7±1,6 
40,3±1,9 

34,3±1,6 
43,3±1,7 
39,6±1,8 
40,3±1,9 

30,3±1,5 
32±1,4 

36,3±1,6 
35,3±1,4 

26±1,1 
24,3±1,4 
24±1,5 

26,3±1,6 

Примечание. M – среднее арифметическое значение всхожести семян; ±m – абсолютная ошибка среднего зна-
чения.  

 
В контроле при времени замачивания на 6 и 

12 ч в среднем из 50 семян прорастало 34,3±1,6 
и 30,3±,5 растений соответственно. Добавление 
тироксина при замачивании семян достоверно 
увеличило их всхожесть при данных периодах 
замачивания при всех испытанных концентраци-
ях (см. табл. 2). 

Экспериментально показано, что прора-
щивание семян пшеницы в присутствии тирокси-
на приводит к достоверному увеличению соот-
ношения сырой массы побега и корня пятиднев-
ных растений пшеницы (рис. 2). В контроле со-
отношение масс стебля и корня (R) пятисуточ-
ных проростков пшеницы составило 1,5±0,07. 
Преинкубация семян с тироксином в течение 
24 ч привела к значимому увеличению соотно-
шения масс стебля и корня: при концентрации  
10 нг/л показатель увеличился до 1,75±0,12, при 
концентрации 100 нг/л – до 2,10±0,19 (при сопо-
ставлении с контролем Т = 4,65; р = 0,036), при 

1000 нг/л – до 1,8±0,15 (см. рис. 2). Таким обра-
зом, обработка семян при прорастании тирокси-
ном запускает в клетках биохимические процес-
сы, вызывающие более быстрый рост стебля. 
Возможно, эффект связан с влиянием йодтиро-
нина на биосинтез ауксинов и гиббереллинов 
[18] и/или ингибированием полярного транспорта 
индолилуксусной кислоты за счет структурного 
подобия тетрайодтиронина и известного ингиби-
тора полярного транспорта индолилуксусной 
кислоты – 2,3,5-трийодбензойной кислоты [19]. 

Показано, что обработка семян пшеницы ти-
роксином при замачивании приводит к достовер-
ному снижению концентрации антигеноподобно-
го трийодтиронину соединения в ядрах пятису-
точных растений пшеницы (табл. 3). Этот эф-
фект ослабляется при увеличении концентрации 
тетрайодтиронина до 100 и 1000 нг/л, возможно, 
в связи с превращением части тироксина  в 
трийодтиронин. 
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Рис. 2. Среднее значение (n = 30) соотношения сырой массы побега и корня (R) растений пшеницы,  
прошедших проращивание в присутствии тироксина. 

Т – время проращивания семян пшеницы, ч;  С – концентрации тироксина, нг/л 
 

Fig. 2. Average value (n = 30) of shoot and root raw mass ratio  
in wheat plants sprouted in thyroxin solution. 

Т – time of wheat seeds germination, h; С – thyroxin concentrations, ng/l 

 
Таблица 3. Среднее значение концентрации (M*) антигеноподобного 3,5,3’- йодтиронину соединения  

в клеточных ядрах  корня и стебля пятидневных растений пшеницы, обработанных тироксином  
Table 3. Average concentration (M*) of 3,5,3’-iodothyronine-like compound  

in the cell nuclei of the shoot and the root of five-day wheat plants treated by thyroxin 
 

Концентрация 
тироксина, нг/л 

Время замачивания семян, ч 

3 
M±m

 
6 

M±m 
12 

M±m 

0 10,26±0,98 16,8±1,11 18,20±1,35 

10 
9,53±0,86 
Т = 3,01 
р = 0,06 

11,35±1,03 
Т = 5,62 
р = 0,03 

5,94±0,67 
Т = 6,58; 
р = 0,01 

100 12,82±1,07 10,39±0,98 10,01±0,98 

1000 15,09±1,09 14,67±1,13 14,52±1,23 

Примечание. M – среднее арифметическое значение концентрации исследуемого соединения; ±m – абсолютная 
ошибка среднего значения; T – значение критерия Стьюдента при сравнении с контрольными значениями;  
р – соответствующий уровень значимости. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ  
Таким образом, методом иммуноферментно-

го анализа в клетках высших растений выявлено 
соединение, реагирующее с поликлональными 
антителами к 3,5,3’-трийодтиронину. Показано, 
что выявленное соединение концентрируется в 
клеточном ядре. Это соединение определено в 
девяти случайно выбранных растениях, поэтому 
вероятно их присутствие в клетках всех высших 
растений. В эксперименте наблюдали эффект 
воздействия экзогенного йодтиронина на всхо-

жесть семян и развитие растений пшеницы. От-
меченные физиологические эффекты позволяют 
предположить, что йодтиронины вызывают био-
химические процессы, подобные молекулярным 
механизмам прайминга семян под влиянием фи-
тогормонов и регуляторов роста растений [20]. 
На основании полученных экспериментальных 
данных можно предположить, что выявленное 
соединение является регулятором роста и раз-
вития высших растений. 
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Особенности влияния штамма Bacillus thuringiensis 0271 
на отдельные показатели неспецифической  
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Резюме: Цель – изучить влияние штамма Bacillus thuriengiensis var. darmstadiensis 0271 на биохи-
мические показатели, определяющие неспецифическую устойчивость Origanum vulgare L. к небла-
гоприятным условиям внешней среды. Материалом исследований служила жидкая споровая куль-
тура штамма B. thuringiensis 0271, сортообразцы душицы обыкновенной: 100.1 с содержанием 
75,5% карвакрола, г-4 с содержанием 52,0% карвакрола, № 2 с содержанием 59,85% α-терпинеола, 
№ 1 с преимущественным содержанием гермакрена D (21,5%) и β-кариофиллена (19,4%). Динамику 
сохранности спор штамма на поверхности листьев O. vulgare L. определяли по методике 
А.Г. Кольчевского, содержание пролина – по методике В.А. Храмова и Е.М. Агеевой. Содержание 
пигментов измеряли спектрофотометрически. Определение суммарного содержания фенольных 
соединений проводили по М.Н. Запрометову, аскорбиновой кислоты – по М.М. Окунцову, раствори-
мых углеводов – фенольным методом. Установлено, что в листьях душицы сортообразцов 100.1 и 
№ 1 через десять дней после обработки споровой культурой штамма B. thuringiensis 0271 количе-
ство хлорофиллов снижалось на 27,1 и 15,2% к контролю соответственно, а в листьях сортооб-
разцов г-4 и № 2 отмечали повышение их содержания на 91,4 и 72,7% соответственно. В листьях 
образца г-4 на десятые сутки после обработки B. thuringiensis 0271 уменьшалось количество про-
лина и фенольных соединений в 4 раза. На десятые сутки после обработки штаммом 0271 сорто-
образца 100.1 наблюдалось уменьшение количества растворимых углеводов в 1,76 раза к контро-
лю и фенольных соединений в 2,0 раза. Обработка культурой штамма B. thuringiensis 0271 расте-
ний O. vulgare L. способствовала накоплению антиоксидантов в листьях образца г-4 на десятые 
сутки на 14,5% к контролю. 
 

Ключевые слова: Origanum vulgare L., Bacillus thuringiensis, пролин, хлорофилл, антиоксиданты, 
штамм 
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Abstract: In this paper, we aim to study the effect of the Bacillus thuriengiensis strain var. darmstadiensis 0271 
on the biochemical parameters of Origanum vulgare L., which determine its nonspecific resistance to unfavour-
able environmental conditions. The research materials were a liquid spore culture of B. Thuringiensis 0271 and 
the following oregano samples: 100.1 with 75.5% of carvacrol, g-4 with 52.0% of carvacrol, No. 2 with 59.85% 
of α-terpineol, No. 1 with 21.5% of germacrene D and 19.4% of β-caryophyllene. The preservation of the strain 
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spores on the leaf surface of Origanum vulgare was determined using A.G. Kolchevsky’s method. The proline 
content was determined by V.A. Khramov’s and E.M. Ageeva’s method, while the pigment content was meas-
ured spectrophotometrically. The total content of phenolic compounds, ascorbic acid and water-soluble carbo-
hydrates was established according to the methods by M.N. Zaprometov, M.M. Okuntsov and M. Dubois, re-
spectively. Ten days after treating the leaves of the 100.1 and No. 1 oregano varieties with the spore culture of 
B. Thuringiensis 0271, the amount of chlorophylls decreased by 27.1 and 15.2% compared to the control, re-
spectively. At the same time, the amount of chlorophylls increased by 91.4 and 72.7% in the leaves of the g-4 
and No. 2 varieties, respectively. On the 10th day of the experiment, the amount of proline and phenolic com-
pounds decreased by 4 times in the leaves of the g-4 sample. Compared to the control, the 100.1 variety 
demonstrated a decrease in the amount of soluble carbohydrates and phenolic compounds by 1.76 and  
2.0 times, respectively. On the 10th day of the experiment, the treatment of O. vulgare plants with 
B. Thuringiensis 0271 promoted the accumulation of antioxidants in the leaves of the g-4 sample by 14.5% 
compared to the control. 
 

Keywords: Origanum vulgare L., Bacillus thuringiensis, proline, chlorophyll, antioxidants, strain 
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ВВЕДЕНИЕ 
Душица обыкновенная (Origanum vulgare L.) 

хорошо известна с древнейших времен как лекар-
ственное и ароматическое растение на всей тер-
ритории Средиземноморья и в большинстве райо-
нов Евросибирского региона [1]. Она является пер-
спективной культурой, продуцирующей вторичные 
метаболиты с функционально важными свойства-
ми, применимые в пищевой промышленности, 
парфюмерии и косметологии (для производства 
отдушек мыла, лосьонов, духов и туалетной во-
ды)

1
. Эфирное масло душицы обладает антимик-

робной, цитотоксической, антиоксидантной и про-
тивогрибковой активностью [2]. В состав сырья 
O. vulgare L. входят многие эффективные антиок-
сиданты, такие как розмариновая кислота, кофей-
ная кислота и различные флавоноиды [3, 4]. 
Эфирное масло данной культуры богато в основ-
ном карвакролом [5], обладает антибиотическими, 
гепатозащитными [6], антидиабетическими, антиа-
поптотическими [7–9] свойствами.  

Перспективы возделывания O. vulgare L. в про-
мышленных масштабах напрямую связаны с по-
вышением экологической и агрономической устой-
чивости сортообразцов к неблагоприятным усло-
виям внешней среды. Одним из приоритетных 
направлений в изучении особенностей формиро-
вания устойчивости растений к стрессовым факто-
рам является изучение основных показателей не-
специфической резистентности. Адекватное функ-
ционирование механизмов неспецифической ус-
тойчивости растений душицы может быть связано 
с перестройкой целого ряда метаболических про-
цессов как основного, так и вторичного обмена, что 
в свою очередь может влиять на накопление хо-

зяйственно и агрономически ценных веществ, обу-
славливающих лекарственную и пищевую цен-
ность культуры. 

Одной из основных проблем возделывания 
душицы обыкновенной как ценной эфиромаслич-
ной и лекарственной культуры является защита от 
вредителя, относящегося к группе эриофиидных 
клещей. В качестве биоагента защиты душицы 
обыкновенной от Eriophyes sp. может быть исполь-
зована бактерия B. Thuringiensis. Это широко из-
вестный энтомопатоген, традиционно использую-
щийся для защиты сельскохозяйственных культур 
от листогрызущих насекомых и некоторых видов 
клещей. В настоящее время именно на его основе 
выпускается около 90–95% биопестицидов на ми-
ровом рынке. Данные спорообразующие бактерии 
способны формировать при споруляции параспо-
ральные кристаллические включения белковой 
природы, обуславливающие главным образом их 
инсектицидную активность. В. thuringiensis в дозах, 
рекомендованных для биоконтроля насекомых-
вредителей, совершенно безвредна для тепло-
кровных животных, рыб, пчел и энтомофагов и мо-
жет быть использована в защите лекарственных 
растений.  

Бактерий рода Bacillus нередко используют для 
улучшения усвоения растениями питательных ве-
ществ, увеличения концентрации хлорофилла, 
пролина, а также стимуляции роста [10]. Так, уста-
новлено, что растения, инокулированные B. subtilis, 
B. firmus, B. cereus, B. aryabhattai и B. mesonae, 
улучшают ростовые характеристики и повышают 
скорость фотосинтеза [11–14]. Отмечено, что для 
B. thuringiensis также характерна стимуляция роста 
и устойчивости, связанная с синтезом индолилук-

   

1
Leung A.Y., Foster S. Leung's encyclopedia of common natural ingredients. Used in food, drugs and cosmet-

ics. John Wiley & Sons Limited, 2003. 688 p. 3
rd
. 2009, 845 p. 
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сусной кислоты, продукцией сидерофоров, биоло-
гического фосфора и калия [15–18]. В последнее 
время установлено наличие у бактерий данной 
группы комплексных свойств. Доказаны антимик-
робные и антифунгальные свойства В. thuringiensis 
[19, 20]. Однако влияние данного энтомопатогена 
на обмен веществ и основные показатели физио-
логического состояния растений душицы мало ис-
следовано.  

Цель данной работы – оценить влияние штам-
ма B. thuriengiensis 0271 на основные биохимиче-
ские показатели, определяющие неспецифическую 
устойчивость душицы обыкновенной  к неблаго-
приятным условиям внешней среды, – фенольные 
соединения, аскорбиновую кислоту, пролин, рас-
творимые углеводы, общего содержания антиок-
сидантов.  

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Работу проводили на базе лаборатории мо-

лекулярной генетики, протеомики и биоинфор-
матики в сельском хозяйстве отдела сельскохо-
зяйственной микробиологии Научно-исследо-
вательского института сельского хозяйства Кры-
ма (НИИСХ Крыма). Материалом исследования 
послужил штамм B. thuriengiensis var. Darm-
stadiensis 0271 Крымской коллекции микроорга-
низмов НИИСХ Крыма, зарегистрированной на 
сайте http://www.ckp-rf.ru под номером 507484. 
Жидкую споровую культуру штамма получали 
при культивировании бактерий на технологиче-
ских качалках в питательной среде на основе 
кукурузного экстракта и глюкозы в колбах объе-
мом 750 мл с 50 мл питательной среды. Для изу-
чения влияния штамма B. thuriengiensis 0271 на 
накопление протекторных соединений, антиок-
сидантов и пигментов фотосинтезирующего ком-
плекса душицы растения обрабатывали жидкой 
споровой культурой с титром спор 0,4·10

9
 в фазе 

бутонизации. Контролем служили растения, об-
работанные водой.  

В исследованиях использовались следующие 
сортообразцы O. vulgare L.:100.1 с содержанием 
75,59% карвакрола, гибрид г-4 с содержанием 
52,04% карвакрола; № 2 с содержанием 59,85% 
α-терпинеола, образец № 1 с преимуществен-
ным содержанием гермакрена D (21,5%) и β- ка-
риофиллена (19,4%). Выбор сортообразцов с 
высоким и повышенным содержанием карвакро-

ла обусловлен наличием в литературе большого 
количества сведений об антимикробном эффек-
те фенолов (тимола, карвакрола) даже в следо-
вых количествах [21]. Также принимались во вни-
мание антимикробные свойства α-терпинеола и 
других компонентов эфирного масла душицы. Ис-
следования, касающиеся изучения фитонцидной 
активности образцов душицы на штаммы 
B. thuriengiensis в зависимости от сроков вегета-
ции, фитомассы и количественной оценки дей-
ствия летучих фракций фитонцидов растения 
проводили в фенофазах: вегетативной, бутони-
зации и цветения. Выбор фаз обусловлен срока-
ми активности вредителя и оптимальными сро-
ками уборки сырья, которые в свою очередь за-
висят от динамики накопления эфирного масла в 
онтогенезе растений. Так, эриофиидным клещом 
(Eriophyes sp.) поражаются молодые побеги в 
фазе вегетативного развития. По литературным 
данным, максимальное количество эфирного 
масла у большинства представителей рода 
Origanum, как правило, накапливается в фазу 
цветения [22]. И поскольку кошение целесооб-
разно проводить именно в фазу цветения, наши 
исследования завершились в данной фазе.  

Определение количества спор и параспораль-
ных включений B. thuriengiensis 0271 на растениях 
душицы обыкновенной проводили методом микро-
биологического анализа смывов с листьев по 
А.Г. Кольчевкому

2
. Содержание зеленых пигментов 

измеряли спектрофотометрически по методике 
В.Ф. Гавриленко, М.Е. Ладыгиной, Л.М. Хандоби-
ной при длине волн 665 и 649 нм (хлорофиллы а и 
в) в общей спиртовой вытяжке на спектрофото-
метре СФ-2000

3
. Содержание пигментов в листьях 

душицы обыкновенной определяли в пересчете на 
единицу сырой массы листа, содержание пролина 
– спектрофотометрически в толуольной вытяжке 
при длине волны 490 нм по методике В.А. Храмова 
и Е.М. Агеевой [23]. Определение суммарного со-
держания фенольных соединений проводили в 
водных экстрактах при помощи индигокармина по 
М.Н. Запрометову

4
. Определение аскорбиновой 

кислоты проводили титрованием с 2,6-дихлорфе-
нолиндофенолом по М.М. Окунцову

5
. Общее со-

держание растворимых углеводов в растениях 
определяли при помощи фенольних соединений

6
. 

Экстракцию антиоксидантов проводили в водно-
эта-нольных экстрактах с детергентом мембран-

   

2
Определение количества спор и параспоральных включений Bacillus thuringiensis на растениях и в поч-

ве: метод. указания / сост. А.Г. Кольчевский, А.Я. Лескова, К.Г. Хомякова и др. Л.: ВИЗР, 1984. 11 с.  
3
Гавриленко В.Ф., Ладыгина М.Е., Хандобина Л.М. Большой практикум по физиологии растений. Фото-

синтез. Дыхание. М.: Высш. шк., 1975. 392 с.  
4
Запрометов М.Н. Основы биохимии фенольных соединений (для биологических специальностей уни-

верситетов). М.: Высш. шк., 1974. 
5
Окунцов М.М., Аксенова О.Ф., Вертоухова Г.С. Специальный практикум по биохимии и физиологии 

растений. Томск : Изд-во Томского ун-та, 1974. 114 с.  
6
Dubois M., Gilles K.A., Hamilton J., Robers P.A., Smith F. Colorimetric method for determination of sug-

ars and related substances // Analytical Chemistry. 1956. Vol. 28. Issue 3. P. 350–356. https://doi.org/10. 
1021/ac60111a017 
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ных структур тритоном Х-100 в течение 24 ч. 
Определение общего содержания антиоксидантов 
осуществляли по восстановлению хлорного желе-
за(ІІІ) до хлористого железа(ІІ), количество которо-
го устанавливалось по интенсивности окраски при 
добавлении ο-фенантролина

7
. 

Достоверность разницы между опытными и 
контрольными вариантами оценивали по критерию 
Стьюдента. В работе использовали современные 
методы статистических исследований с примене-
нием ПО Microsoft Excel и ППП Statistica 7 [24].  

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ  
Воздействие штамма B. thuringiensis 0271 на 

физиологические показатели душицы обыкновен-
ной может быть связано с сохранностью спор на 
листьях. Сохранность биоинсектицида на основе 
споровой культуры штамма B. thuringiensis на ли-
стьях растения зависит от целого ряда причин. 
Главными среди них традиционно считают инсо-
ляцию, температуру, влажность и осадки. Ультра-
фиолетовое излучение инактивирует большинство 
бактерий [25]. Данный вопрос, в связи с климати-
ческими особенностями, очень актуален для Рес-
публики Крым. Одним из безусловно важных фак-
торов, влияющих на энтопатогенные микроорга-
низмы в биоценозе душицы обыкновенной, явля-
ются фитонциды и экстрактивные вещества расте-
ний. Принимая во внимание высокое содержание 
бактерицидных веществ – карвакрола, п-цимена, γ-
терпинена и α-терпинеола в тканях сортообразцов, 
изучалась динамика сохранности штамма 
B. thuringiensis 0271 на листьях душицы обыкно-
венной. 

В день постановки опыта и далее в течение 10 
суток наблюдали безветренную солнечную погоду 
со средней температурой воздуха 23,1 ºС и дли-
тельностью солнечного дня 10,6–12,6 ч (табл. 1). 
Согласно данным, полученным с метеостанции 
Симферополь, Россия, WMO_ID=33955 (rp5.ru 
http://rp5.ru) в период полевых исследований (вы-
борка с 21.06.2018 г. по 02.07.2018 г.) регистриро-
вали безоблачную погоду, осадков отмечено не 
было. 

Анализ спор на поверхности листьев, прове-
денный через сутки после обработки, показал, 
что количество жизнеспособных спор штамма 
0271 интенсивнее всего снижается на листьях 
сортообразцов г-4 и 100.1 – в среднем более чем 
на 93,7–97,7% в сравнении с начальным количе-
ством. Снижение количества спор на листьях 
сортообразцов № 1 и № 2 через сутки после обра-
ботки достигало лишь 60,6 и 76,7% соответствен-
но. В течение трех последующих дней тенденция 
снижения количества спор штамма 0271 сохраня-
лась довольно активно для всех сортообразцов (на 
85,1–99,0%) за исключением № 1, но уже к пятому 
дню уменьшилось на 96,1–99,0%, а к десятому дню 
– на 95,2–99,0% (см. табл. 1). Более интенсивное 
снижение количества спор на листьях сортообраз-
цов г-4 и 100.1 в первые трое суток могло быть 
связано с преимущественным содержанием карва-
крола в их эфирном масле. Практически одинаково 
активное снижение количества спор штамма 0271 
на листьях всех сортообразцов в более поздние 
сроки учета могло быть связано с интенсивной ин-
соляцией. 

 

Таблица 1. Сохранность спор B. thuringiensis 0271 на листьях душицы обыкновенной (O. vulgare L.)  

после обработки 
Table 1. Safety of B. thuringiensis 0271 spores on leaves after O. vulgare L. treatment 
 

Сортообразец 
Origanum 
vulgare L. 

Время после  
обработки, сут. 

Число спор 
в расчете 

на 1 г листовой  
массы 

Снижение 
количества 

спор, % 

Среднесуточная 
температура, °С* 

Общая  
облачность, %* 

№ 1 

День обработки 1,8·10
7
 – 26,1 облаков нет 

1-е 7,2·10
6
 60,6 24,1 облаков нет 

3-и 2,0·10
6
 72,2 20,0 облаков нет 

5-е 3,9·10
4
 98,1 25,4 10,0 

10-е 2,7·10
2
 99,3 20,3 облаков нет 

№ 2 

День обработки 2,8·10
7
 – 26,1 облаков нет 

1-е 6,5·10
6
 76,78 24,1 облаков нет 

3-и 9,7·10
5
 85,07 20,0 облаков нет 

5-е 3,8·10
4
 96,08 25,4 10,0 

10-е 1,8·10
3
 95,26 20,3 облаков нет 

г-4 

День обработки 5,2·10
7
 – 26,1 облаков нет 

1-е 3,4·10
6
 93,7 24,1 облаков нет 

3-и 4,9·10
5
 99,0 20,0 облаков нет 

5-е 3,8·10
5
 99,1 25,4 10,0 

10-е 2,6·10
2
 99,9 20,3 облаков нет 

100.1 

День обработки 2,3·10
7
 – 26,1 облаков нет 

1-е 0,5·10
6
 97,7 24,1 облаков нет 

3-и 2,4·10
5
 99,0 20,0 облаков нет 

5-е 2,1·10
5
 99,0 25,4 10,0 

10-е 1,3·10
2
 99,9 20,3 облаков нет 

   

7
Рогожин В.В., Рогожина Т.В. Практикум по физиологии и биохимии растений: учеб. пособие. СПб.: 

ГИОРД, 2013. 352 с.  
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Неспецифическая устойчивость растений за-
висит от многих факторов, основными из кото-
рых являются: регуляция поглощения кислорода; 
содержание пролина как осмотически активного 
органического вещества, способствующего удер-
жанию воды в клетке; повышение активности 
функции хлоропласт, сопровождающееся акти-
визацией синтеза хлорофилла; синтез других 
протекторных соединений, таких как раствори-
мые углеводы, аскорбиновая кислота и феноль-
ные соединения. Важнейшим регулятором не-
специфической устойчивости растений к небла-
гоприятным факторам являются антиоксиданты 
– антагонисты активных форм кислорода, позво-
ляющие поддерживать растительный гомеостаз. 

Одним из основных показателей, характери-
зующих устойчивость растений, является актив-
ность хлоропласт, обеспечивающая адекватный 
уровень энергообеспечения растительных кле-
ток. В качестве одного из показателей физиоло-
гического состояния фотосинтетического аппа-
рата было исследовано содержание хлорофилла 
в листьях душицы обыкновенной.  

Было отмечено, что в листьях душицы 
сортообразца 100.1 и образца № 1, обработан-
ных жидкой споровой культурой штамма 0271, 
через 10 дней после обработки снижалось коли-
чество хлорофилла на 27,1 и 15,2% к контролю 
соответственно (рис. 1). Напротив, в листьях ду-
шицы сортообразцов г-4 и № 2 через 10 дней 
после обработки отмечали повышение содержа-
ния хлорофилла на 91,4 и 72,7% соответственно. 
Однако результаты анализа, проведенного через 
20 дней после обработки, свидетельствуют об 
отсутствии существенного влияния обработки на 
исследуемый показатель для всех сортообраз-
цов. 

Различные сортообразцы душицы обыкновен-
ной при обработке листьев жидкой споровой куль-
турой штамма B. thuringiensis 0271 различались по 
накоплению протекторных соединений, принадле-
жащих к разным химическим группам (табл. 2). Так, 
образцы № 1 и № 2 на 10-е сутки после обработки 
культурой штамма B. thuringiensis 0271 показали 
увеличение содержания пролина и фенольных 
соединений в 1,6 раза по отношению к контролю. 
Тенденция к накоплению пролина и фенольных 
соединений сохранялась у сортообразца № 1 и на 
20-е сутки после обработки. Наблюдали увеличе-
ние содержания пролина в 1,25 и фенольных со-
единений в 1,31 раз к контролю. Однако в экспе-
рименте с обработанным образцом № 2 наблюда-
ли уменьшение как аккумуляции пролина, так и 
фенольных соединений в 1,76 раз. Обработка 
штаммом B. thuringiensis 0271 не оказывала досто-
верного влияния на содержание растворимых уг-
леводов и аскорбиновой кислоты в течение всего 
периода эксперимента. Исключение составил 
сортообразец № 2, при обработке которого 
наблюдали уменьшение содержания растворимых 
углеводов в 2,14 раз на 10-е сутки после обработ-
ки. 

В листьях образца г-4 на 10-е сутки после 
обработки наблюдали снижение количества про-
лина в 4 раза и уменьшение количества феноль-
ных соединений в 4 раза. На 20-е сутки содер-
жание пролина и фенольных соединений в ли-
стьях душицы, обработанных жидкой споровой 
культурой B. thuringiensis 0271, находилось на 
уровне контроля. Штамм 0271 не оказывал до-
стоверного влияния на накопление растворимых 
углеводов и аскорбиновой кислоты при обработ-
ке душицы обыкновенной образца г-4. 

 

 
 

Рис. 1. Влияние штамма B. thuringiensis 0271 на содержание хлорофилла в листьях O. vulgare L. 
различных сортообразцов 
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Таблица 2. Содержание протекторных соединений в листьях O. vulgare L.   
Table 2.  Protective compounds content in O. vulgare L. leaves 
 

Вариант опыта 
Пролин, 

мкг/г сырой  
массы 

Растворимые 
углеводы, 

мкг/г сухой массы 

Аскорбиновая 
кислота, 

мг/г сырой массы 

Фенольные  
соединения, 

мкг/г сырой массы 

Анализ на 10-е сутки после обработки 

№1 0,09±0,01 159,31±30,41 0,12±0,001 0,009±0,002 
№1+B. thuringiensis 0271 0,15±0,02 124,46±13,17 0,13±0,001 0,015±0,001 
№2 0,05±0,001 219,20±20,62 0,16±0,001 0,005±0,0001 
№2+B. thuringiensis 0271 0,10±0,01 102,89±3,31 0,16±0,001 0,010±0,002 
г-4 0,12±0,02 97,91±11,61 0,12±0,0008 0,012±0,002 

г-4+B. thuringiensis 0271 0,03±0,006 71,35±5,98 0,13±0,0008 0,003±0,0006 
100.1 0,04±0,001 122,80±3,31 0,12±0,0008 0,004±0,0001 
100.1+B. thuringiensis 0271 0,03±0,001 69,70±2,87 0,13±0,0008 0,002±0,0001 

Анализ на 20-е сутки после обработки 

№1 0,16±0,006 157,65±16,84 0,17±0,005 0,016±0,0006 
№1+B. thuringiensis 0271 0,20±0,01 142,71±20,43 0,17±0,004 0,021±0,002 
№2 0,23±0,01 202,60±25,91 0,21±0,001 0,023±0,001 
№2+B. thuringiensis 0271 0,13±0,01 225,69±21,76 0,20±0,004 0,013±0,001 
г-4 0,16±0,025 147,69±16,34 0,16±0,006 0,016±0,002 
г-4+B. thuringiensis 0271 0,20±0,01 127,78±22,32 0,18±0,0008 0,020±0,001 
100.1 0,12±0,009 127,78±11,61 0,17±0,0014 0,013±0,0009 
100.1+B. thuringiensis 0271 0,17±0,02 106,20±6,63 0,17±0,003 0,017±0,003 

 
На 10-у сутки после обработки штаммом 0271 

образца душицы обыкновенной 100.1 наблюдали 
уменьшение количества растворимых углеводов в 
1,7 раза к контролю и фенольных соединений в 2,0 
раза. На 20-е сутки после обработки сохранялась 
тенденция к уменьшению количества растворимых 
углеводов – с 127,7 до 106,2 мкг/г (в 1,2 раза к кон-
тролю). Анализ на 10-е сутки эксперимента пока-
зал отсутствие достоверного влияния обработки на 
накопление пролина. Однако на 20-е сутки наблю-
дали увеличение его содержания в 1,4 раза. Обра-
ботка штаммом B. thuringiensis 0271 достоверного 
влияния на содержание аскорбиновой кислоты в 
листьях не оказывала. 

Большинство окислительно-восстановитель-
ных реакций в живых организмах проходит с 
участием молекулярного кислорода и катализи-
руются ферментами. Однако эти реакции не 
только регулируют рост и развитие, участвуют в 
защитных реакциях на неблагоприятные воздей-
ствия, заживление повреждений, но и могут яв-
ляться спонтанными превращениями, приводя-
щими к окислительным повреждениям важней-
ших биологических молекул. Равновесие и един-
ство антиоксидантов и прооксидантов рассматри-
вается как неотъемлемое условие поддержания 
внутренней среды живых клеток [26]. Изучаемая 
группа терпеноидных хинонов и токохроманолов,  

 

 
 

Рис. 2. Влияние штамма B. thuringiensis 0271 на содержание антиоксидантов в листьях O. Vulgare L. 
различных сортообразцов 
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в которую входят токоферолы, токотриенолы и 
жирорастворимые хиноны, является составной 
частью биомембран. Их антиоксидантная актив-
ность обусловлена способностью переходить в 
форму феноксильного радикала

8
. 

Изучение влияния обработки жидкой споро-
вой культурой штамма B. thuringiensis 0271 ду-
шицы обыкновенной различных сортообразцов 
показало, что существенное накопление антиок-
сидантов (на 14,5% к контролю) отмечали лишь в 
листьях образца г-4 на 10-е сутки после обра-
ботки. Из всего вышесказанного можно заклю-
чить, что обработка культурой штамма B. Thurin-
giensis 0271 душицы обыкновенной не оказывает 
существенного влияния на естественно сложив-
шиеся условия нормального метаболизма и сво-
боднорадикального окисления. 

 
ВЫВОДЫ 
Таким образом, в ходе проведенного 

исследования установлено, что в листьях души-
цы сортообразцов 100.1 и № 1 через 10 дней 
после обработки жидкой споровой культурой 
штамма B. thuringiensis 0271 снижалось коли-
чество хлорофиллов на 27,1 и 15,2% к контролю 
соответственно. Напротив, в листьях душицы 
сортообразцов г-4 и № 2 через 10 дней после 
обработки отмечали повышение содержания 
хлорофилла на 91,4 и 72,7% соответственно. 
Однако через 20 дней после обработки 
существенного влияния штамма B. thuringien-
sis 0271 на исследуемый показатель для всех 
сортообразцов не отмечено.   

Показано, что на сохранность спор штамма 
B. thuringiensis 0271, нанесенных на поверхность 

листьев O. vulgare L., влияют как биотические, 
так и абиотические факторы. Интенсивное, на 
93,7–97,7% в сравнении с начальным, снижение 
количества спор на листьях сортообразцов г-4 и 
100.1 в первые трое суток может быть связано с 
преимущественным содержанием карвакрола в 
их эфирном масле. Практически одинаково ак-
тивное (на 96,1–99,0%) снижение количества 
спор штамма 0271 на листьях всех сортообраз-
цов в более поздние сроки учета (5–10 сутки) 
может быть связано с инсоляцией.  

В образцах душицы № 1 и № 2 на 10-е сутки 
после обработки споровой культурой штамма 
B. thuringiensis 0271 было отмечено увеличение 
содержания пролина и фенольных соединений в 
1,6 раза к контролю. При обработке культурой 
образца № 2 наблюдали уменьшение как акку-
муляции пролина, так и фенольных соединений 
в 1,76 раз. В листьях образца г-4 на 10-е сутки 
после обработки B. thuringiensis 0271 количество 
пролина и фенольных соединений уменьшилось 
в 4 раза. На 10-е сутки после обработки штам-
мом 0271 у образца душицы обыкновенной 100.1 
наблюдали уменьшение количества раствори-
мых углеводов в 1,76 раза к контролю, феноль-
ных соединений – в 2,0 раза. Обработка штам-
мом B. thuringiensis 0271 достоверного влияния 
на содержание аскорбиновой кислоты в листьях 
O. vulgare L. не оказывала. 

Показано, что обработка жидкой споровой 
культурой штамма B. thuringiensis 0271 душицы 
обыкновенной способствует накоплению антиок-
сидантов лишь в листьях образца г-4 на 10-е 
сутки после обработки на 14,5% по сравнению с 
контролем.  
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Резюме: Цель работы – оценить перспективы использования фунгицида азоксистробина, являю-
щегося одним из представителей класса стробилуринов, для повышения устойчивости озимой 
пшеницы к низким температурам. Было изучено влияние азоксистробина на ростовые процессы, 
жизнеспособность клеток и содержание водорастворимых углеводов у озимой пшеницы (Triticum 
aestivum L.) сорта Иркутская. Азоксистробин чаще, чем другие синтетические стробилурины, ис-
пользуется в составе многокомпонентных фунгицидных препаратов. Это фунгицид широкого 
спектра действия, вызывающий ингибирование комплекса III электрон-транспортной цепи мито-
хондрий. Исследования проводились в лабораторных условиях на 3-суточных этиолированных про-
ростках озимой пшеницы. Проростки выращивали в темноте при температуре +24 ºС на раство-
рах азоксистробина, растворенного в 0,36%-м водном растворе диметилсульфоксида; дистилли-
рованной воде и 0,36%-м растворе диметилсульфоксида. Было оценено влияние ряда концентра-
ций азоксистробина (2,5, 5, 10, 20 мкМ) на рост побегов и корней и жизнеспособность клеток побе-
гов и корней проростков пшеницы. Азоксистробин оказывал концентрационно зависимое ростин-
гибирующее действие на побеги и корни. Степень ингибирования варьировалась: для побегов – от 
2,8% при концентрации 2,5 мкМ до 41,7% при концентрации 20 мкМ, для корней – от 34,6 до 63,1% 
при этих же концентрациях соответственно. Рост-ингибирующее действие не сопровождалось 
снижением жизнеспособности клеток побегов и корней, оценка которой проводилась с помощью 
прижизненного окрашивания флуоресцеин диацетатом. Также оценивали влияние азоксистробина 
в концентрации 10 мкМ на содержание сахаров в побегах проростков. При изученной концентрации 
азоксистробина содержание сахаров было выше на 3,6% по сравнению с проростками, выращен-
ными на растворе диметилсульфоксида. Поскольку ингибирование роста и накопление сахаров 
являются важными факторами адаптации растений к низким температурам, представляются 
необходимыми дальнейшие исследования азоксистробина на физиолого-биохимические параметры 
растений, связанные с развитием низкотемпературной устойчивости. 
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Abstract: This study aimed to assess the prospects for the use of azoxystrobin, a fungicide of the strobilurin 
class, for increasing the resistance of winter wheat to low temperatures. The effect of azoxystrobin on growth 
processes, cell viability and the content of water-soluble carbohydrates in winter wheat (Triticum aestivum 
L.), the Ikutskaya variety, was studied. In comparison with other synthetic strobilurins, azoxystrobin is more 
frequently used in multicomponent fungicidal preparations. Azoxystrobin is a broad-spectrum fungicide that 
inhibits complex III of the mitochondrial electron transport chain. Experiments were carried out in laboratory 
conditions using 3-day-old etiolated winter wheat sprouts. The sprouts were grown in a dark place at a tem-
perature of +24 ºС on azoxystrobin solutions dissolved in a 0.36% aqueous solution of dimethyl sulfoxide, 
distilled water and a 0.36% dimethyl sulfoxide solution. The effect of various azoxystrobin concentrations 
(2.5, 5, 10 and 20 μM) on the growth of sprouts and roots was assessed, along with the viability of sprout 
and root cells. Azoxystrobin had a concentration-dependent growth-inhibiting effect on sprouts and roots. At 
concentrations of 2.5 μM and 20 μM, the inhibition degree for sprouts varied from 2.8% to 41.7%, respective-
ly. For roots, these values comprised 34.6 and 63.1%, respectively. The growth-inhibiting effect was not ac-
companied by a decrease in the cell viability of sprouts and roots, which was assessed using in vivo staining 
with fluorescein diacetate (FDA). The effect of azoxystrobin at a concentration of 10 μM on the sugar content 
in germinated sprouts was also evaluated. At this concentration of azoxystrobin, the sugar content was high-
er by 3.6% in sprouts germinated on a dimethyl sulfoxide solution. Since growth inhibition and sugar accu-
mulation are important factors in plant adaptation to low temperatures, further research into effects of 
azoxystrobin on the physiological and biochemical parameters of plants associated with the development of 
low-temperature resistance seems justified. 
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ВВЕДЕНИЕ 
В современном сельском хозяйстве приме-

няется множество химических препаратов для 
защиты растений от различных фитопатогенов. 
При этом известно, что действующие вещества 
этих препаратов влияют не только на патоген-
ные организмы, но и на физиолого-биохими-
ческие процессы в растениях. Например, фунги-
циды китазин (класс фосфорорганических фун-
гицидов), карбендазим (производное бензамида-
зола) и гексаконазол (класс триазолов) оказыва-
ли различные эффекты на растения гороха, сре-
ди которых наблюдали уменьшение длины побе-
гов и корней, снижение содержания фотосинте-
тических пигментов, а также азота и фосфора в 
корнях и побегах, увеличение содержания про-
лина и активности антиоксидантных ферментов 
[1]. Другое производное бензамидазола – бено-
мил, на разные растения действовало неодина-
ково. Так, беномил снижал содержание фотосин-
тетических пигментов и фотосинтетическую ак-
тивность у подсолнечника, но увеличивал эти 
показатели у хлопка [2]. Особо следует отметить 
исследования, выявившие способность фунги-
цида из группы триазолов (тебуконазола) повы-
шать устойчивость злаков к низким температу-
рам за счет его влияния на углеводный, белко-
вый, жирнокислотный и дыхательный метабо-
лизмы и реализации ретардантного эффекта [3–
5]. Фунгициды триазольной природы оказывают 

на растения и другие физиологические эффекты 
[6]. 

Одними из широко используемых веществ в 
составе фунгицидных препаратов являются 
стробилурины – синтетические аналоги природ-
ных фунгицидов, продуцируемых Strobilurus 
tenacellus. Механизмом токсического действия 
стробилуринов является ингибирование элек-
трон-транспортной цепи (ЭТЦ) митохондрий на 
уровне Qout-сайта связывания убихинола в ком-
плексе III [7]. Обработка растений фунгицидами 
этой группы повышает активность антиоксидант-
ных ферментов, уменьшает степень перекисного 
окисления липидов, снижает содержание актив-
ных форм кислорода, способствует накоплению 
хлорофилла, ингибирует синтез этилена и уве-
личивает синтез абсцизовой кислоты (АБК) и ин-
долил-3-уксусной кислоты (ИУК) [8–12]. Накоп-
ление хлорофилла, ингибирование синтеза эти-
лена и увеличение содержания ИУК под дей-
ствием стробилуринов способствуют замедле-
нию старения [10]. Предполагается участие 
стробилуринов в механизме развития устойчи-
вости табака к негативному биотическому воз-
действию (вирусу табачной мозаики) [10]. При 
этом роль стробилуринов при действии абиоти-
ческих стрессовых факторов остается невыяс-
ненной. Так, для разных стробилуринов отмече-
но как их положительное влияние (например, при 
действии таких факторов, как засуха и засоле-
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ние) [13], так и возможная негативная роль, 
например, при водном дефиците [14]. 

Среди представителей стробилуринов 
наиболее широкое использование в составе 
фунгицидных препаратов получил азоксистро-
бин

1
: 

 

 
 
Это фунгицид широкого спектра действия, 

ингибирующий прорастание спор грибов [15], 
обладает искореняющим, защитным, трансла-
минарным и системным действием

2
. Применяет-

ся для различных культур (злаки, виноград, яб-
лоня, банан, томаты и др.) в целях контроля та-
ких заболеваний, как ржавчина, мучнистая роса, 
парша яблони, пирикуляриоз риса [15]. 

Цель данного исследования состояла в 
оценке перспектив использования азоксистроби-
на как соединения, повышающего устойчивость 
озимой пшеницы к действию низких температур, 
что является актуальной проблемой, поскольку 
основной причиной гибели посевов является 
вымерзание [16]. Можно предположить, что как 
ингибитор митохондриального дыхания азокси-
стробин оказывает влияние не только на фито-
патогенные грибы, но и на растения, что будет 
приводить к замедлению роста растений и 
накоплению водорастворимых углеводов. За-
медление роста, как известно, является необхо-
димым условием для прохождения растениями 
низкотемпературного закаливания, а водорас-
творимые углеводы играют роль криопротекто-
ров при действии низких температур [17, 18]. Та-
ким образом, в задачи настоящего исследования 
входило изучение влияния азоксистробина на 
ростовые процессы озимой пшеницы и содержа-
ние водорастворимых углеводов. Поскольку ин-
гибирование роста может быть связано с угнете-
нием жизнеспособности растительных клеток, 
также проводилась оценка фитотоксического 
действия азоксистробина. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
В качестве объекта исследования использо-

вали озимую пшеницу (Triticum aestivum L.) сорта 
Иркутская. Проростки выращивали в течение  

3 суток при +24 ºС в темноте в термостатируе-
мой камере на растворах азоксистробина (Sigma 
Aldrich, Швейцария) концентрацией 2,5, 5, 10 и 
20 мкМ. Азоксистробин растворяли в 0,36%-м 
водном растворе диметилсульфоксида (ДМСО). 
Далее этот состав среды выращивания обозна-
чен как вариант «АЗ». Контролем являлись про-
ростки, выращенные на дистиллированной воде 
(вариант «Дист. вода») и на 0,36%-м растворе 
ДМСО (вариант «ДМСО»). Проростки росли в 
кюветах на полипропиленовой сетке. 

Для оценки влияния азоксистробина на рост 
проростков пшеницы измеряли длину побега и 
суммарную длину корней проростков. Степень 
ингибирования определяли как отношение раз-
ности длин побегов (суммарных длин корней) 
контрольных и обработанных растений к длине 
побега (суммарной длине корней) контрольных 
проростков. 

Для оценки фитотоксичного действия азо-
ксистробина определяли жизнеспособность кле-
ток интактных побегов и корней проростков с по-
мощью метода прижизненного окрашивания 
флуоресцеин диацетатом (ФДА) [19]. Навеску 
растительной ткани (100 мг) инфильтровали и 
затем инкубировали в 2 мл буфера, содержаще-
го 0,01 М Трис-HCl (рН = 7,4) и 5 мкМ ФДА (ФДА 
был растворен в ДМСО). После инкубации рас-
тительную ткань удаляли, а интенсивность флу-
оресценции раствора измеряли на спектрофлуо-
риметре RF-5301 PC (Shimadzu, Япония) при 
длине волны возбуждения 494 нм и длине волны 
эмиссии 514 нм, размере входной и выходной 
щелей 3 мм. За показатель степени жизнеспо-
собности принимали концентрацию флуоресце-
ина, которую определяли как отношение интен-
сивности флуоресценции на грамм сырого веса. 
Для контроля потери жизнеспособности измеря-
ли интенсивность флуоресценции флуоресцеина 
для погибших после автоклавирования побегов и 
корней проростков. 

Для определения содержания сахаров в по-
бегах проростков использовали метод Дише с 
антроновым реактивом

3
. Оптическую плотность 

окрашенного раствора определяли спектрофо-
тометрически при длине волны 620 нм. Содер-
жание углеводов определяли по калибровочной 
кривой, построенной по сахарозе, и выражали в 
процентах от суховоздушного веса растительной 
ткани. 

Эксперименты проведены не менее чем в 
трех независимых повторах. Различия считали 
статистически значимыми при p ≤ 0,05. Одинако-
вые буквы на графиках указывают на отсутствие 
значимых отличий. Нормальность распределе-

   

1
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ния проверялась с помощью критерия Шапиро – 
Уилки. Данные по влиянию азоксистробина на 
рост побегов и корней и жизнеспособность кле-
ток корней представлены как медиана с разбро-
сом значений в виде интерквартильной широты 
(25%, 75%, процентиль), значимость отличий 
определяли по методу Данна (рост) и методу 
Тьюки (жизнеспособность корней). В остальных 
случаях результаты представлены как среднее 
арифметическое с разбросом значений в виде 
стандартного отклонения, значимость отличий 
определяли по методу Тьюки. Статистические 
расчеты осуществляли с помощью программного 
пакета SigmaPlot 12.5. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Следует отметить недостаточность литератур-

ных данных о влиянии представителей фунгици-
дов класса стробилуринов на ростовые процессы 
растений. В частности, имеются сведения о влия-
нии только двух соединений этого класса – 
азоксистробина и крезоксим-метила. Известно, что 
азоксистробин ингибирует рост числа клеток зеле-
ной одноклеточной водоросли [20], а крезоксим-
метил оказывает ингибирующий эффект на рост 
одноклеточной зеленой водоросли, ряски, суспен-
зии клеток кукурузы и изолированных побегов гор-
чицы и прорастание семян кресс-салата, степень 
которого различна в зависимости от исследуемого 
объекта [8]. Помимо ингибирующего эффекта для 
низких концентраций крезоксим-метила показана 
индукция морфогенеза и роста эксплантов стеблей 
табака, а также снижение ингибирующего эффек-
та, вызванного действием на побеги пшеницы син-
тетического аналога цитокинина [8]. 

Нами было исследовано действие азокси-
стробина в диапазоне концентраций 2,5–20 мкМ на 
рост побегов и корней этиолированных проростков 
озимой пшеницы (рис. 1). Выбор концентраций был 
обусловлен сведениями из литературы [20] и соб-
ственными предварительными опытами по влия-

нию азоксистробина на дыхание митохондрий по-
бегов пшеницы in vitro. Авторы работы [20] наблю-
дали сходство в действии концентраций 
азоксистробина 2,5 и 1,25 мкМ на рост числа кле-
ток зеленой одноклеточной водоросли и отсут-
ствие физиологического эффекта меньших кон-
центраций. Собственные опыты подтвердили 
сходный ингибирующий эффект этих концентраций 
при действии азоксистробина на скорость дыхания 
митохондрий пшеницы. 

Азоксистробин вызывал ингибирование роста 
побегов и корней, при этом с увеличением концен-
трации его ингибирующий эффект усиливался. Для 
побегов степень ингибирования (в процентах от 
варианта «ДМСО») при действии азоксистробина в 
концентрации 20 мкМ составила 41,7%. При этом 
концентрация в 2,5 мкМ не оказала значимого вли-
яния на длину побегов (степень ингибирования – 
2,8%). Ингибирующий эффект действия азокси-
стробина на корни был более выраженным по 
сравнению с его действием на побеги. Степень 
ингибирования составила от 34,6% (для 2,5 мкМ) 
до 63,1% (для 20 мкМ). 

Поскольку азоксистробин оказывал ингибиру-
ющее действие на рост этиолированных пророст-
ков пшеницы (побегов и корней), необходимо было 
выяснить, сопровождается ли это воздействие ток-
сическим эффектом и снижением жизнеспособно-
сти клеток. Под фитотоксичностью понимается 
токсическое действие химических веществ на рас-
тения, которое зависит от ряда факторов (структу-
ра, промышленная форма, расход действующего 
вещества, биологические особенности растения, 
абиотические факторы) и имеет различные прояв-
ления: ожоги и хлороз листьев, снижение всхоже-
сти, ретардантные эффекты, потеря жизнеспособ-
ности пыльцы и др.

2
. Для оценки жизнеспособно-

сти клеток использовали флуоресцентный зонд 
ФДА, который проникает в живые клетки и под 
действием эндогенных эстераз превращается во 
флуоресцирующий флуоресцеин. 

 

 
 

Рис. 1. Зависимость роста побегов (А) и корней (Б) озимой пшеницы от концентрации азоксистробина 
в среде выращивания. Дист. вода – дистиллированная вода, ДМСО – раствор ДМСО, АЗ – азоксистробин 

 

Fig. 1. Dependence of the shoots (A) and roots (Б) growth of winter wheat on azoxystrobin concentration 
in the growing medium. Дист. вода – distilled water, ДМСО – DMSO solution, АЗ – azoxystrobin 

   

3
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Рис. 2. Зависимость интенсивности флуоресценции флуоресцеина в побегах (А) и корнях (Б) 
от концентрации азоксистробина в среде выращивания. Обозначения те же, что и на рис. 1 

 

Fig. 2. Dependence of the fluorescence intensity of fluorescein in shoots (A) and roots (Б) on azoxystrobin 
concentration in the growing medium. The designations are the same as in Fig. 1 

 
На рис. 2 представлена диаграмма интен-

сивности флуоресценции флуоресцеина (ИФ) в 
побегах и корнях проростков пшеницы в зависи-
мости от состава среды выращивания (варианты 
«АЗ», «Дист. вода» и «ДМСО»).  

Как видно из данных, представленных на 
рис. 2, азоксистробин не оказывает ингибирую-
щего эффекта на активность эстераз и не сни-
жает жизнеспособности клеток. 

В ряде работ установлено токсическое дей-
ствие стробилуринов на одноклеточные зеленые 
водоросли: ингибирование активности комплекса 
III ЭТЦ, снижение содержания транскриптов ге-
нов, кодирующих необходимые для фотосинтеза 
белки, снижение способности к фотосинтезу, 
нарушение клеточной структуры, разрушение 
ДНК, ингибирование роста [21–23]. В работе [14] 
показано, что два представителя класса строби-
луринов (пираклостробин и пикоксистробин) сни-
жают скорость устьичной проводимости, ско-
рость транспирации, скорость нетто-фотосин-
теза, межклеточную концентрацию диоксида уг-
лерода, а также коэффициент Fv/Fm (квантовый 
выход фотосистемы II). Такие воздействия на 
фотосинтез могут негативно сказаться на накоп-
лении биомассы растений и урожайности [24]. 
Установлено также повреждающее действие 
стробилуринов на клетки: выход электролитов из 
высечек листьев, обработанных стробилуринами 
и инкубированных на свету и в темноте, был 
больше, чем у высечек из необработанных ли-
стьев [10]. В нашей работе показано отсутствие 
фитотоксичного эффекта азоксистробина в кон-
центрациях 2,5–20 мкМ на клетки побегов и кор-
ней озимой пшеницы. 

Поскольку азоксистробин ингибировал рост 
проростков озимой пшеницы и при этом не имел 
токсического эффекта, то предстояло выяснить, 
на какие физиологические параметры он влияет. 
Снижение ростовых процессов под действием 
азоксистробина может приводить к сокращению 
расхода сахаров, поэтому был проанализирован 
данный параметр. Действительно, было выявле-
но, что содержание сахаров в тканях побегов 
проростков пшеницы, выращенных на растворе 
азоксистробина с концентрацией 10 мкМ (при 

которой рост побегов ингибируется на 22,2%), 
составляет 24,1% от сухого веса, что на 3,6% 
больше относительного содержания сахаров в 
проростках, выращенных на растворе ДМСО 
(рис. 3). 

 

 
 

Рис. 3. Содержание сахаров в побегах проростков  
пшеницы, выращенных на растворе азоксистробина. 
Обозначения те же, что и на рис. 1 
 

Fig. 3. Sugar content in shoots of wheat seedlings grown  
in azoxystrobin solution. 
The designations are the same as in Fig. 1 

 
В некоторых работах также была отмечена 

способность стробилуринов влиять на содержа-
ние сахаров, которые, как известно, являются 
основными субстратами дыхания. Ингибирова-
ние ЭТЦ митохондрий при действии стробилури-
нов, возможно, будет способствовать более 
медленному расходованию сахаров. Помимо 
этого стробилурины повышают содержание АБК 
[8, 10], которая активирует экспрессию генов 
транспортеров сахаров и генов амилазы и тем 
самым способствует накоплению сахаров [25]. 
Так, пираклостробин увеличивал содержание 
сахаров в стеблях, листьях и плодах томата [26]. 
Крезоксим-метил увеличивал в листьях люцерны 
содержание рамнозы при нормальных условиях 
выращивания, но не оказывал влияния на ее со-
держание в условиях засухи [13]. И наоборот, 
данный препарат не оказывал влияния на со-
держание фруктозы и глюкозы при нормальных 
условиях, но увеличивал его при засухе так же, 
как и содержание мальтозы. Однако было отме-
чено, что при другом виде стресса – засолении, 
крезоксим-метил не влиял на содержание саха-
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ров [13]. Можно предположить, что наблюдаемое 
нами более высокое содержание сахаров в побе-
гах этиолированных проростков пшеницы, вы-
ращенных на растворе азоксистробина, наряду с 
его рост-ингибирующим действием будет оказы-
вать благоприятное действие на формирование 
механизмов устойчивости к низкой температуре. 
Механизм снижения расхода сахаров или их 
накопления в растительных тканях под действи-
ем азоксистробина еще предстоит выяснить. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Было определено влияние азоксистробина 

на рост побегов и корней, жизнеспособность кле-
ток побегов и корней и относительное содержа-
ние сахаров в побегах этиолированных пророст-
ков озимой пшеницы. Фунгицид оказывал кон-
центрационнозависимое ингибирующее дей-
ствие на рост побегов и корней, которое не со-

провождалось снижением жизнеспособности 
клеток. При этом было установлено увеличение 
относительного содержания сахаров в тканях 
побегов при концентрации азоксистробина 
10 мкМ. Замедление процессов роста и накопле-
ние водорастворимых углеводов в клетках явля-
ются важными факторами для формирования 
устойчивости растений к действию низких тем-
ператур. Необходимы дальнейшие исследова-
ния по выявлению физиологических и биохими-
ческих эффектов действия азоксистробина и его 
роли в формировании холодо- и морозоустойчи-
вости злаков. Знание об особенностях влияния 
стробилуринов на растения позволит использо-
вать препараты на их основе не только как сред-
ства защиты от грибковых заболеваний, но и как 
вещества, оказывающие комплексное воздей-
ствие на рост и развитие растений, повышение 
их устойчивости. 
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Резюме: Одним из методов электронной стерилизации плодоовощных культур и сельскохозяй-
ственной продукции является ионизирующее излучение, которое также называется бета-
излучение. Оно способствует сохранению качества и безопасности многих видов сельскохозяй-
ственных культур после их уборки и может быть использовано для обработки производимых из 
него полуфабрикатов. Целью работы явилось исследование влияния различных доз ионизирующе-
го излучения (1, 3, 6 и 9 кГр) на вакуумированный очищенный и нарезанный картофель сорта Бел-
лароза, обработанный аскорбиновой кислотой в концентрации 3, 6 и 9% с целью сохранения в нем 
после обработки нативного содержания витамина C и исходных структурно-механических 
свойств. Используемые для вакуумирования ПЭТ-пакеты не выделяют опасных и вредных приме-
сей в агрессивной среде (9%-ом растворе аскорбиновой кислоты) и дозе облучения 9 кГр. Исследо-
вания органолептических, физико-химических и микробиологических показателей образцов полу-
фабриката из картофеля осуществлялось по стандартным методикам. Результаты исследова-
ний показали, что доза облучения 1 кГр не оказывает значительного влияния на показатели полу-
фабриката, но при этом и не способствует снижению числа микроорганизмов в нем. Доза 3 кГр 
также не оказывает значительного влияния на показатели полуфабриката, однако, снижение ко-
личества микроорганизмов уже более значительно. Доза облучения 6 кГр оказывает значительное 
воздействие на микробиологические показатели полуфабриката, в то же время при малых кон-
центрациях аскорбиновой кислоты (3 и 6%) начинают ухудшаться органолептические показатели 
полуфабриката. При дозе облучения 9 кГр погибают практически все микроорганизмы и ухудша-
ются показатели полуфабриката вне зависимости от концентрации аскорбиновой кислоты. На 
основании проведенных исследований определены оптимальные дозы облучения полуфабриката из 
картофеля – 3 и 6 кГр, и оптимальная концентрация аскорбиновой кислоты – 9%, при которых 
показатели качества и безопасности полуфабриката сохраняются на протяжении 7 суток хране-
ния. 
 

Ключевые слова: картофель, овощной полуфабрикат, электронная стерилизация, ионизирующее 
излучение, сроки хранения, показатели качества 
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potato products after electron-beam sterilization 
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Novosibirsk State Technical University, Novosibirsk, Russian Federation 
 

Abstract: A popular method for electron-beam sterilization of agricultural products consists in their exposure 
to ionizing radiation, also called beta-radiation. Beta-radiation contributes to the preservation of the quality 
and safety of freshly harvested crops and can be used to disinfect semi-finished products. In this work, we 
aimed to study the effect of various doses of ionizing radiation (1, 3, 6 and 9 kGy) on vacuumized peeled and 
cut potatoes of the Bellarosa variety. Potato samples were treated with ascorbic acid at concentrations of 3, 
6 and 9% in order to preserve the native content of vitamin C and the initial structural and mechanical prop-
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erties. PET packages were used for evacuation, since this material emits no hazardous or harmful impurities 
in such aggressive environments as 9% ascorbic acid solution and 9 kGy radiation. Studies of organoleptic, 
physicochemical and microbiological parameters of semi-finished potato products were carried out using 
conventional methods. According to the obtained results, an irradiation dose of 1 kGy neither affects signifi-
cantly the quality of a semi-finished potato product, nor contributes to a decrease in the number of patho-
gens. An irradiation dose of 3 kGy has no significant effect on the controlled parameters, although a de-
crease in the number of pathogens is observed. An irradiation dose of 6 kGy has a significant effect on the 
microbiological indicators; however, at low concentrations of ascorbic acid (3 and 6%), the organoleptic indi-
cators of the studied semi-finished products begin to deteriorate. At a dose of 9 kGy, almost all microorga-
nisms die, and the controlled parameters deteriorate regardless of the ascorbic acid concentration. It is con-
cluded that the optimal irradiation doses for semi-finished potato products comprise 3 and 6 kGy. The opti-
mal concentration of ascorbic acid was found to be 9%, at which the quality and safety indicators of semi-
finished potato products are preserved for 7 days of storage. 
 

Keywords: potato, semi-finished vegetable product, electron-beam sterilization, ionizing radiation, shelf life, 
quality indicators 
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ВВЕДЕНИЕ 
Картофель является важной сельскохозяй-

ственной культурой, возделываемой в целях по-
лучения подземных клубней, которые служат 
пищевым и кормовым продуктом и промышлен-
ным сырьем. В России и других странах мира его 
производство осуществляется в достаточно 
больших объемах, в связи с чем возникает про-
блема сохранения его качества и безопасности 
при хранении. Стоит отметить, что данной про-
блеме уделяется недостаточно внимания. Так, 
если при выращивании картофеля решаются 
задачи, направленные на повышение его уро-
жайности, то при хранении – прежде всего на его 
защиту от фитопатогенов и в меньшей степени – 
на сохранение качества и потребительских 
свойств [1]. 

Перспективным методом сохранения каче-
ства картофеля и производимых из него полу-
фабрикатов является применение ионизирующе-
го излучения в виде электронного или фотонного 
излучений, также соответственно называемых 
«бета-излучение» и «гамма-излучение». Извест-
ны способы применения ионизирующего излуче-
ния в диапазоне от 0,15 до 1 кГр для ингибиро-
вания прорастания картофеля во время его хра-
нения при различных режимах [2–11] или в дозе 
от 1 кГр и выше – для стерилизации с целью 
снижения содержания в нем патогенных микро-
организмов [5, 12] и насекомых-вредителей [13]. 
При электронной стерилизации, применяемой 
для обработки сушеного картофеля, было отме-
чено, что доза 6 кГр снижает микробиологиче-
скую обсемененность продукции, не оказывая 
при этом отрицательного влияния на его органо-
лептические показатели [14]. 

Эффект стерилизации наступает за счет 
ионизации и возбуждения атомов веществ, вхо-
дящих в состав микроорганизмов, при поглоще-

нии ими энергии ионизирующих излучений, 
вследствие чего у микроорганизмов снижаются 
их рост и размножение [15]. 

Вместе с тем стерилизация сельскохозяй-
ственных культур и сельскохозяйственной продук-
ции ионизирующим излучением не оказывает зна-
чительного воздействия на количественное содер-
жание витаминов в них. В свою очередь радио-
устойчивость разных витаминов различается и 
зависит от химического состава растительного сы-
рья, в котором они содержатся [16–18]. Известно, 
что из химически чистых водорастворимых ви-
таминов наименьшей стойкостью отличается 
аскорбиновая кислота (витамин C), в то время 
как, находясь в биологических объектах в свя-
занном состоянии, витамин С более стоек к раз-
личным видам внешних воздействий. Кроме то-
го, отмечены различия во влиянии облучения на 
сохраняемость витаминов в сельскохозяйствен-
ной продукции по сравнению с другими метода-
ми тепловой стерилизации, консервации и па-
стеризации [19]. В качестве примера можно при-
вести данные исследований, которые показали, 
что при радиационной стерилизации картофеля, 
хранившегося в течение 5 месяцев, сохранность 
витамина C была на том же уровне, что и у 
необработанного картофеля [20]. 

При обработке ионизирующим излучением с 
целью предотвращения действия патогенных гриб-
ков и микроорганизмов у сельскохозяйственной 
продукции с высоким содержанием воды (мясо, 
плоды и овощи) обработка ионизирующим излуче-
нием воздействует лишь на их поверхность, тогда 
как в продукции с низким содержанием влаги (пря-
ности, чай и др.) ионизирующее излучение прони-
кает через насыпной слой продукта примерно на 
15–20 см, т.е. полностью пронизывает упаковку, 
либо обработка уже упакованного продукта произ-
водится с двух сторон [1]. 
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В большинстве случаев исследованы воз-
можности использования ионизирующих излуче-
ний для ингибирования патогенных микроорга-
низмов, сельскохозяйственных вредителей и 
контроля прорастания. Некоторые исследования 
проводились в отношении радиочувствительных 
инфекционных возбудителей. При этом изучался 
характер изменений в обрабатываемых ионизи-
рующим излучением продуктах и различных ве-
ществах. В данном направлении шли широко-
масштабные исследования в США, и аналогич-
ные – в странах Западной Европы и ряде стран 
бывшего СССР [20–22].  

Таким образом, подбор оптимальных пара-
метров процесса обработки ионизирующим из-
лучением сельскохозяйственных культур и сель-
скохозяйственной продукции (на примере карто-
феля и полуфабрикатов из него) является акту-
альным. Подобные исследования важны для вы-
яснения влияния облучения на сохранность био-
логически активных веществ и жизнедеятель-
ность микроорганизмов. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Основной задачей экспериментальных ис-

следований являлось исследование влияния 
ионизирующего излучения на полуфабрикаты из 
картофеля сорта Беллароза. Основные иссле-
дования проводились на кафедре технологии и 
организации пищевых производств Новосибир-
ского государственного технического универси-
тета (НГТУ) и Биотехнопарке «Кольцово» и 
включали предварительный и основной этапы. 

Известно, что непосредственное воздействие 
ионизирующего излучения приводит к измене-

нию структуры клеток растительного сырья, по-
этому на предварительном этапе исследовалось 
влияние дозы ионизирующего излучения на 
структуру картофеля. Для этого картофель под-
вергали механической очистке. Затем очищен-
ный, промытый и дочищенный картофель наре-
зался кубиком, упаковывался в ПЭТ-пакеты, ва-
куумировался на аппарате JEJU JDZ-260/PD и 
обрабатывался ионизирующим излучением в 
дозах 1, 3, 6 и 9 кГр на радиационной установке 
конвейерного типа ИЛУ-14 на основе линейного 
ускорителя электронов с энергией 10 МэВ в Био-
технопарке «Кольцово», после чего исследова-
лись структурно-механические свойства образ-
цов. 

Ранее в лабораториях кафедры химии и хи-
мической технологии НГТУ было проведено ис-
следование совместного воздействия ионизиру-
ющего излучения и аскорбиновой кислоты на 
ПЭТ-упаковку на приборе синхронного термиче-
ского анализа NETZSH Jupiter STA 449 C в со-
пряжении с масс-спектрометром Aeolos II. Дан-
ная измерительная система позволяет синхрон-
но проводить исследования термогравиметриче-
ским методом (ТГ) и методом дифференциаль-
ной сканирующей калориметрии (ДСК). 

На рис. 1 представлены кривые ТГ и ионных 
токов выделяющихся газов при нагреве иссле-
дуемого образца ПЭТ-пленки, подверженной 
воздействию ионизирующего излучения при дозе 
9 кГр с последующим погружением в раствор 
аскорбиновой кислоты (это является максималь-
ными показателями для проведения дальнейших 
опытов). 

 

 
 

Рис. 1.  Термогравиметрические кривые и кривые ионного тока выделяющихся газов при анализе образцов 
ПЭТ-пленки, обработанных 9%-м раствором аскорбиновой кислоты (с массой 18 а.е.м.) 

 

Fig. 1. Curves of thermogravimetric analysis and ion current of evolved gases in the analysis of PET film samples 
treated with 9% acetic acid solution (with a mass of 18 atomic mass units) 
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Выявлено, что летучие вещества выделяются 
в количестве, соответствующем величине атомных 
единиц массы. Следует отметить, что в период 
разогрева образца до требуемой температуры 
происходит испарение раствора аскорбиновой 
кислоты, о чем можно судить по кривой ТГ (кривая 
изменения массы образца от времени/темпе-
ратуры). На протяжении изотермического участка 
происходит выделение газообразных веществ 
вплоть до 85-й минуты. Следовательно, общая 
масса выделившихся летучих веществ, образую-
щихся при воздействии агрессивной среды (аскор-
биновой кислоты) и ионизирующего излучения, не 
превышает допустимых значений [23]. 

На рис. 2 представлены характерные струк-
турные изменения образцов картофеля при раз-
личных дозах облучения. Структурно-механи-
ческие свойства образцов рассмотрены путем 
микроскопирования на лабораторном микроско-
пе Микмед-5 при увеличении в 10

3
 крат. При 

увеличении дозы облучения от образца b до об-
разца e прослеживается изменение структуры 
межклеточного пространства (примеры областей 
разрушений выделены красным контуром). 

В контрольном (не облученном) образце кар-
тофеля (образец а) нарушений структуры не 
наблюдалось, межклеточные стенки не поврежде-
ны. При воздействии дозы 1 кГр (образец b) 
наблюдалось уменьшение толщины клеточных 
стенок. При воздействии дозы 3 кГр (образец c) 
часть стенок разрушилась. В образце d, обрабо-
танном при 6 кГр, стенки подверглись большему 
разрушению по сравнению с образцом c. При воз-
действии дозы 9 кГр (образец e) характерно выра-
жены области полного разрушения межклеточных 
стенок. В то же время при органолептической 
оценке у образцов c и d наблюдалось выделение 
влаги, а у образца e – размягченная консистенция, 
чего не было у остальных образцов. Таким обра-
зом, обработка картофеля ионизирующим излуче-
нием при увеличении дозы вызывает его органо-
лептические и структурные изменения, отрица-
тельным образом влияющие на его качество. 

Предварительный этап включал проведение 
исследований по воздействию обработки по-
верхности картофеля различными пищевыми 
органическими кислотами (уксусная, лимонная, 
аскорбиновая) в концентрации от 1 до 9% при 
дозах излучения от 1 до 9 кГр на органолептиче-
ские и структурные свойства картофеля. Обще-
известно, что органические кислоты предотвра-
щают размягчение картофеля под воздействием 
ряда факторов вследствие разрушения связей 
между клеточными стенками в нем за счет де-
струкции протопектина, гемицеллюлоз и струк-
турного белка экстенсина [24]. Кроме того, орга-
нические кислоты предотвращают потемнение 
картофеля и снижение в нем количественного 
содержания витамина C [25]. Постановка экспе-
римента осуществлялась аналогично вышеука-
занной методике, при этом после механической 
очистки поверхность картофеля обрабатывалась 
(промывалась) растворами вышеуказанных ор-
ганических кислот концентрацией 3, 6 и 9%. Рас-
ход растворов кислот различной концентрации 
составлял 3 л на 1 кг картофеля. 

Результаты исследований показали, что 
наиболее эффективным является использова-
ние аскорбиновой кислоты (витамина C). Это 
подтвердилось тем, что в образцах до и после 
облучения значительного уменьшения концен-
трации аскорбиновой кислоты не наблюдалось и 
по органолептическим исследованиям образцы 
картофеля не изменили своего цвета и нативных 
структурно-механических свойств. 

Основной этап исследований осуществлялся 
в соответствии с вышеуказанными методиками с 
использованием аскорбиновой кислоты. 

На всех этапах исследования оборудование, 
инвентарь и спецодежда, используемые для ме-
ханической обработки и упаковки картофеля, 
были обработаны дезинфицирующим раство-
ром. Все эксперименты проводились не менее 
чем в трех повторностях. 

Перечень исследуемых образцов картофеля 
представлен в табл. 1. 

 

     
     

a b c d e 
 

Рис. 2. Характерные структурные изменения образцов картофеля при различных дозах облучения  
под микроскопом при увеличении в 103 крат: 

а – не облученный образец; b – 1 кГр; c – 3 кГр; d – 6 кГр; e – 9 кГр 
 

Fig. 2. Specific structural changes of potato samples after different irradiation doses  
under microscope with 103 times magnification:  

а – unirradiated sample; b – 1 kGy; c – 3 kGy; d – 6 kGy; e – 9 kGy 
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Таблица 1. Перечень исследуемых образцов  

вакуумированного полуфабриката из очищенного  
и нарезанного картофеля 
Table 1. Specification of vacuumized semi-finished  
product from peeled and diced potatoes 
 

Шифр образца 
Концентрация 
аскорбиновой 

кислоты, % 

Доза  
облучения,  

кГр 

ОКО (общий  
контрольный образец) 

– – 

1КО – 1 
3КО – 3 
6КО – 6 
9КО – 9 
0А3 (контрольный  
образец) 

3 – 

0А6 (контрольный  
образец) 

6 – 

0А9 (контрольный  
образец) 

9 – 

1А3 3 1 
1А6 6 1 
1А9 9 1 
3А3 3 3 
3А6 6 3 
3А9 9 3 
6А3 3 6 
6А6 6 6 
6А9 9 6 
9А3 3 9 
9А6 6 9 
9А9 9 9 

 
Все образцы полуфабрикатов оценивались 

по органолептическим, физико-химическим и 
микробиологическим показателям. Оценивали 
внешний вид, цвет, запах, консистенцию карто-
феля (табл. 2) [26], а также признаки потемнения 
образцов, наличие запахов озона и продуктов 
пиролиза. 

Определение физико-химических и микро-
биологических показателей осуществлялось на 
базе Центра коллективного пользования Инсти-
тута неорганической химии СО РАН и Испыта-
тельного лабораторного центра Управления Ро-
спотребнадзора по Новосибирской области со-
ответственно. 
 
Таблица 2. Требования к органолептическим  

показателям полуфабриката из картофеля 
Table 2. Requirements for sensory characteristics  

of semi-finished product from potatoes 
 

Показатель Характеристика 

Внешний вид 

Форма нарезки – кубиком; срез  
ровный, гладкий, без надломов;  
окраска – ровная  

Цвет 
Соответствующий сорту картофеля: 
белый или светло-желтый 

Запах Свойственный сырому картофелю, 
крахмалистый 

Консистенция Плотная, твердая, однородная 

 
Для витаминов и микроэлементов исследо-

валось их количественное содержание. Содер-
жание витамина C определялось стандартным 

титриметрическим методом [27]. Содержание 
витамина PP определялось с помощью ПД-
сенсоров на основе перфторированных мембран 
[28]. Содержание кальция определялось стан-
дартным титриметрическим методом, содержа-
ние натрия и калия – пламенно-фотомет-
рическим методом с помощью фотометра Эко-
тест-2020-4 (RS-232), содержание фосфора и 
марганца – атомно-абсорбционным методом на 
спектрометре С-302 [29]. Содержание железа и 
меди определялось колориметрическим мето-
дом с помощью колориметра FRU WR18-40 [30]. 

Испытания на микробиологическую чистоту 
исследуемых образцов проводились согласно 
методикам, представленным в работе [31], на 
базе Испытательного лабораторного центра 
Управления Роспотребнадзора по Новосибир-
ской области. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Органолептическая оценка. Результаты ор-

ганолептической оценки образцов полуфабрика-
тов из картофеля в течение суток после обра-
ботки и после семи суток хранения представле-
ны в табл. 3 и 4 соответственно. 

По внешнему виду в образцах изменений не 
наблюдалось. По цвету с увеличением дозы об-
лучения с 3 до 9 кГр в не обработанных аскорби-
новой кислотой и образцах с концентрациями 
кислоты 3 и 6% интенсивность цвета увеличива-
лась. В отдельных образцах отмечалось появле-
ние запаха озона или продуктов реакции пироли-
за. Консистенция образцов менялась от плотной 
твердой до не твердой или мягкой. В образцах с 
концентрацией аскорбиновой кислоты 9% при 
дозе облучения до 6 кГр включительно измене-
ний не наблюдалось, что свидетельствовало о 
сохранности протопектина в образцах согласно 
исследованиям авторов работ [24, 32, 33]. Сле-
довательно, концентрация аскорбиновой кисло-
ты является сдерживающим фактором влияния 
ионизирующего излучения на изменение органо-
лептических показателей полуфабрикатов из 
картофеля. 

В процессе хранения образцов неизменными 
оставались их цвет и консистенция. По внешне-
му виду отмечено незначительное выделение 
влаги. Запах озона, присутствующий в образцах 
после облучения, после 7 суток хранения отсут-
ствовал, запах остальных образцов остался 
неизменным. При хранении образцов в вакуум-
ной упаковке в охлажденном виде процессы 
окисления фенолов и пектинообразования про-
ходят медленно. Они незначительны для орга-
нолептических показателей, поскольку не влия-
ют на внешний вид образцов полуфабриката. 

Определение содержания витаминов, мак-
ро- и микроэлементов. Результаты определения 
содержания витаминов, макро- и микроэлемен-
тов в образцах представлены в табл. 5. 
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Таблица 3. Результаты органолептической оценки образцов полуфабрикатов из картофеля в течение суток по-

сле обработки 
Table 3. Sensory evaluation of semi-finished products from potato samples within 24 hours after processing 
 

Номер  
образца 

Органолептические характеристики образцов 

Внешний вид Цвет Запах Консистенция 

ОКО стандартный стандартный стандартный стандартная 

1КО 
стандартный 
с незначительным  
выделением влаги 

стандартный 
появление запаха 
озона 

стандартная 

3КО стандартный 
незначительное изменение 
интенсивности окраски 

появление запаха 
озона 

плотная,  
однородная, 
не твердая 

6КО стандартный 
выраженное увеличение 
интенсивности окраски 

выраженный запах 
продуктов реакции 
пиролиза 

плотная,  
однородная,  
размягченная 

9КО стандартный 
выраженное увеличение 
интенсивности окраски 

выраженный запах 
продуктов реакции 
пиролиза 

плотная,  
однородная,  
размягченная 

0А3 стандартный стандартный стандартный стандартная 

0А6 стандартный стандартный стандартный стандартная 

0А9 стандартный стандартный стандартный стандартная 

1А3 
стандартный 
с незначительным  
выделением влаги 

стандартный стандартный стандартная 

1А6 стандартный стандартный стандартный стандартная 

1А9 стандартный стандартный стандартный стандартная 

3А3 
стандартный 
с незначительным  
выделением влаги 

стандартный 
появление запаха 
озона 

стандартная 

3А6 стандартный стандартный 
появление запаха 
озона 

стандартная 

3А9 стандартный стандартный стандартный стандартная 

6А3 стандартный 
незначительное изменение 
интенсивности окраски 

слабый запах  
продуктов реакции 
пиролиза 

плотная,  
однородная, 
не твердая 

6А6 стандартный 
усиление интенсивности 
окраски 

слабый запах  
продуктов реакции 
пиролиза 

плотная,  
однородная, 
не твердая 

6А9 
стандартный 
с незначительным  
выделением влаги 

стандартный 
слабый запах  
продуктов реакции 
пиролиза 

стандартная 

9А3 стандартный 
выраженное увеличение 
интенсивности окраски 

выраженный запах 
продуктов реакции 
пиролиза 

плотная,  
однородная,  
размягченная 

9А6 стандартный 
выраженное увеличение 
интенсивности окраски 

выраженный запах 
продуктов реакции 
пиролиза 

плотная, однород-
ная, размягченная 

9А9 стандартный 
выраженное увеличение 
интенсивности окраски 

слабый запах продук-
тов реакции пиролиза 

плотная,  
однородная,  
не твердая 

 
Таблица 4. Результаты органолептической оценки образцов полуфабрикатов из картофеля  

после семи суток хранения при температуре от 0 до +6 ºC 
Table 4. Sensory evaluation of semi-finished products from potato samples  

after 7 days storage at 0…+6 °C 
 

Номер  
образца 

Органолептические характеристики образцов 

Внешний вид Цвет Запах Консистенция 

ОКО 
стандартный 
с незначительным  
выделением влаги 

стандартный стандартный стандартная 

1КО 
стандартный 
с незначительным  
выделением влаги 

стандартный стандартный стандартная 

3КО 
стандартный 
с незначительным  
выделением влаги 

незначительное изменение 
интенсивности окраски 

стандартный 
плотная,  
однородная, 
не твердая 

6КО 
стандартный 
с незначительным  
выделением влаги 

выраженное увеличение 
интенсивности окраски 

выраженный запах 
продуктов реакции 
пиролиза 

плотная,  
однородная,  
размягченная 

9КО 
стандартный 
с незначительным  

выраженное увеличение 
интенсивности окраски 

выраженный запах 
продуктов реакции 

плотная,  
однородная,  
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выделением влаги пиролиза размягченная 

0А3 
стандартный 
с незначительным  
выделением влаги 

стандартный стандартный стандартная 

0А6 
стандартный 
с незначительным  
выделением влаги 

стандартный стандартный стандартная 

0А9 
стандартный 
с незначительным  
выделением влаги 

стандартный стандартный стандартная 

1А3 
стандартный 
с незначительным  
выделением влаги 

стандартный стандартный стандартная 

1А6 
стандартный 
с незначительным  
выделением влаги 

стандартный стандартный стандартная 

1А9 
стандартный 
с незначительным  
выделением влаги 

стандартный стандартный стандартная 

3А3 
стандартный 
с незначительным  
выделением влаги 

стандартный стандартный стандартная 

3А6 
стандартный 
с незначительным  
выделением влаги 

стандартный стандартный стандартная 

3А9 
стандартный 
с незначительным  
выделением влаги 

стандартный стандартный стандартная 

6А3 
стандартный 
с незначительным  
выделением влаги 

незначительное изменение 
интенсивности окраски 

слабый запах  
продуктов реакции 
пиролиза 

плотная,  
однородная, 
не твердая 

6А6 
стандартный 
с незначительным  
выделением влаги 

усиление интенсивности 
окраски 

слабый запах  
продуктов реакции 
пиролиза 

плотная,  
однородная, 
не твердая 

6А9 
стандартный 
с незначительным  
выделением влаги 

стандартный 
слабый запах  
продуктов реакции 
пиролиза 

стандартная 

9А3 
стандартный 
с незначительным  
выделением влаги 

выраженное увеличение 
интенсивности окраски 

выраженный запах 
продуктов реакции 
пиролиза 

плотная,  
однородная,  
размягченная 

9А6 
стандартный 
с незначительным  
выделением влаги 

выраженное увеличение 
интенсивности окраски 

выраженный запах 
продуктов реакции 
пиролиза 

плотная,  
однородная,  
размягченная 

9А9 
стандартный 
с незначительным  
выделением влаги 

выраженное увеличение 
интенсивности окраски 

слабый запах  
продуктов реакции 
пиролиза 

плотная,  
однородная, 
не твердая 

 
Таблица 5. Результаты определения содержания витаминов, макро- и микроэлементов  

в образцах полуфабриката из картофеля 
Table 5. Content of vitamins, macro- and microelements in samples  

of semi-finished product from potato 
 

Номер 
образца 

Содержание витаминов, макро- и микроэлементов, мг% 

C PP Ca Na K P Fe Zn Cu Mn 

ОКО 20,0±0,02 1,31±0,02 10,0±0,03 5,1±0,02 568,2±0,09 58,2±0,03 0,91±0,02 0,36±0,02 139,7±0,03 0,17±0,01 
1КО 20,0±0,02 1,32±0,02 10,2±0,03 4,9±0,03 564,3±0,08 58,1±0,03 0,88±0,02 0,35±0,03 138,7±0,02 0,16±0,01 
3КО 18,2±0,02 1,28±0,02 9,9±0,03 5,2±0,03 562,9±0,07 57,9±0,03 0,91±0,02 0,34±0,02 136,8±0,03 0,16±0,01 

6КО 17,5±0,02 1,21±0,02 9,6±0,03 4,7±0,02 558,0±0,06 57,1±0,03 0,87±0,03 0,29±0,02 137,2±0,02 0,14±0,01 

9КО 15,8±0,02 1,17±0,02 9,6±0,03 4,6±0,02 554,0±0,08 56,9±0,03 0,83±0,02 0,25±0,02 136,1±0,03 0,15±0,01 
0А3 20,7±0,02 1,32±0,02 10,1±0,03 5,2±0,02 568,1±0,08 57,9±0,02 0,91±0,02 0,35±0,03 139,8 ±0,03 0,16±0,01 
0А6 21,3±0,02 1,28±0,02 10,2±0,03 4,9±0,02 568,2±0,07 57,9±0,02 0,88±0,02 0,34±0,03 139,8±0,03 0,16±0,01 
0А9 21,9±0,02 1,29±0,03 10,2±0,02 4,9±0,02 568,3±0,09 57,8±0,02 0,89±0,02 0,35±0,03 137,2±0,03 0,16±0,01 
1А3 20,6±0,02 1,29±0,02 10,2±0,03 5,0±0,02 568,4±0,07 58,1±0,02 0,89±0,02 0,33±0,03 138,2±0,03 0,16±0,02 
1А6 21,2±0,03 1,3±0,02 10,1±0,02 5,1±0,02 568,1±0,07 57,8±0,03 0,88±0,03 0,34±0,02 137,8±0,03 0,17±0,01 
1А9 21,8±0,02 1,31±0,02 10,1±0,03 4,9±0,02 567,9±0,09 57,9±0,02 0,89±0,02 0,35±0,02 139,8±0,02 0,16±0,01 
3А3 20,6±0,02 1,29±0,02 10,4±0,02 5,1±0,02 567,9±0,06 58,1±0,03 0,91±0,02 0,37±0,02 137,8±0,02 0,16±0,02 
3А6 21,2±0,03 1,3±0,02 10,3±0,02 5,1±0,02 566,8±0,07 57,8±0,02 0,9±0,02 0,36±0,02 138,2±0,03 0,15±0,02 
3А9 19,6±0,02 1,31±0,02 10,1±0,02 5,1±0,02 566,2±0,08 57,9±0,03 0,91±0,02 0,36±0,02 137,9±0,03 0,16±0,01 
6А3 16,4±0,02 1,26±0,02 8,4±0,02 4,3±0,02 562,7±0,05 56,9±0,03 0,81±0,02 0,31±0,02 131,1±0,03 0,15±0,01 
6А6 16,8±0,03 1,25±0,02 8,6±0,02 4,2±0,03 561,6±0,09 56,8±0,02 0,82±0,03 0,32±0,02 131,2±0,02 0,15±0,02 
6А9 17,4±0,02 1,27±0,02 9,7±0,02 4,2±0,02 560,8±0,07 56,9±0,03 0,81±0,02 0,33±0,02 131,1±0,02 0,14±0,01 
9А3 14,6±0,02 1,25±0,02 8,1±0,02 3,8±0,02 551,2±0,08 55,4 ±0,03 0,8±0,02 0,27±0,02 128,9±0,03 0,13±0,01 

9А6 15,2±0,03 1,24±0,02 8,2±0,03 3,7±0,02 549,8±0,07 55,2±0,03 0,81±0,03 0,28±0,02 129,1±0,03 0,14±0,01 

9А9 15,7±0,02 1,21±0,02 8,1±0,03 3,7±0,02 548,2±0,07 55,3±0,03 0,82±0,03 0,26±0,02 128,8±0,02 0,14±0,01 
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С увеличением дозы ионизирующего облуче-
ния от 1 до 9 кГр в образцах без добавления ас-
корбиновой кислоты или с аскорбиновой кисло-
той концентрацией 3 и 6% наблюдается сниже-
ние содержания витамина C от 0,1 до 4,5 мг%. В 
образцах с аскорбиновой кислотой концентраци-
ей 9% с увеличением дозы облучения от 1 до 
9 кГр она снижается от 0,1 до 6,1 мг%. Исполь-
зование аскорбиновой кислоты является сохра-
няющим фактором для нативного витамина C, 
однако при дозе облучения 9 кГр его потери бо-
лее значительны. Изменение содержания вита-
мина PP, других макро- и микроэлементов не-
значительны, их можно соотнести с выделением 
влаги после облучения образцов и при их хране-
нии. В целом аскорбиновая кислота в сочетании 
с вакуумированием сохраняет содержащиеся в 
картофеле витамины С и PP, макро- и микро-
элементы в большей степени при его обработке 
ионизирующим излучением.  

Определение микробиологических показа-

телей. Результаты определения микробиологи-
ческих показателей образцов полуфабрикатов в 
течение суток после обработки и после семи су-
ток хранения представлены в табл. 6 и 7. 

При дозе облучения 1 кГр наблюдалось не-
значительное снижение всех исследуемых групп 
микроорганизмов, при дозе облучения 3 кГр со-
держание микроорганизмов снижается в 2–4 ра-
за. При дозе облучения 6 и 9 кГр все микроорга-
низмы уничтожаются полностью. 

В образцах, не обработанных ионизирующим 
излучением, количество микроорганизмов не 
менялось или увеличивалось. В образцах, обра-
ботанных излучением дозой 1, 3 и 6 кГр, количе-
ство исследуемых микроорганизмов менялось в 
незначительных пределах или не обнаружива-
лось. В образцах, обработанных излучением до-
зой 9 кГр, ни один вид исследуемых микроорга-
низмов обнаружен не был. Стерилизующий эф-
фект ионизирующего излучения в образцах со-
хранялся в течение семи суток. 

 

Таблица 6. Микробиологические показатели полуфабрикатов из картофеля в течение суток после обработки 
Table 6. Microbiological characteristics of semi-finished products from potato samples within 24 hours after processing 
 

Номер образца 

Микробиологические показатели образцов 

КМАФАнМ, 
КОЕ/г 

Плесени, дрожжи, 
КОЕ/г 

БГКП (колиформы) 
в 1,0 г 

Патогенные  
микроорганизмы, 

в т.ч. Salmonella, в 25,0 г 

Нормативное  
значение 

2,8·10
4
 5,0·10

2
 не допускаются не допускаются 

ОКО 2,8·10
2
 менее 10 обнаружены не обнаружены 

1КО 2,1·10
2
 менее 10 обнаружены не обнаружены 

3КО 0,5·10
2
 менее 4 обнаружены не обнаружены 

6КО не обнаружены менее 2 не обнаружены не обнаружены 
9КО не обнаружены не обнаружены не обнаружены не обнаружены 
0А3 2,9·10

2
 менее 10 обнаружены не обнаружены 

0А6 2,8·10
2
 менее 10 обнаружены не обнаружены 

0А9 2,9·10
2
 менее 10 обнаружены не обнаружены 

1А3 2,0·10
2
 менее 10 обнаружены не обнаружены 

1А6 2,0·10
2
 менее 10 обнаружены не обнаружены 

1А9 2,1·10
2
 менее 10 обнаружены не обнаружены 

3А3 0,5·10
2
 менее 8 обнаружены не обнаружены 

3А6 0,6·10
2
 менее 7 обнаружены не обнаружены 

3А9 0,4·10
2
 менее 7 обнаружены не обнаружены 

6А3 не обнаружены менее 6 не обнаружены не обнаружены 
6А6 не обнаружены менее 6 не обнаружены не обнаружены 
6А9 не обнаружены менее 5 не обнаружены не обнаружены 
9А3 не обнаружены не обнаружены не обнаружены не обнаружены 
9А6 не обнаружены не обнаружены не обнаружены не обнаружены 
9А9 не обнаружены не обнаружены не обнаружены не обнаружены 

 

Таблица 7. Микробиологические показатели полуфабрикатов из картофеля после семи суток хранения  

при температуре от 0 до +6 ºC 
Table 7. Microbiological characteristics of semi-finished products from potato samples after 7 days of storage  
at 0…+6 °C 
 

Номер образца 

Микробиологические показатели образцов 

Плесени, дрожжи, 
КОЕ/г 

Плесени, дрожжи, 
КОЕ/г 

БГКП (колиформы) 
в 1,0 г 

Патогенные микроорганизмы, 
в т.ч. Salmonella, в 25,0 г 

Нормативное 
значение 

2,8·10
4
 5,0·10

2
 не допускаются не допускаются 

ОКО 3,4·10
2
 менее 10 обнаружены не обнаружены 

1КО 2,3·10
2
 менее 10 обнаружены не обнаружены 

3КО 0,6·10
2
 менее 4 обнаружены не обнаружены 

6КО не обнаружены менее 2 не обнаружены не обнаружены 
9КО не обнаружены не обнаружены не обнаружены не обнаружены 
0А3 3,6·10

2
 менее 10 обнаружены не обнаружены 

0А6 3,5·10
2
 менее 10 обнаружены не обнаружены 

0А9 3,6·10
2
 менее 10 обнаружены не обнаружены 
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1А3 2,2·10
2
 менее 10 обнаружены не обнаружены 

1А6 2,3·10
2
 менее 10 обнаружены не обнаружены 

1А9 2,4·10
2
 менее 10 обнаружены не обнаружены 

3А3 0,6·10
2
 менее 8 обнаружены не обнаружены 

3А6 0,7·10
2
 менее 7 обнаружены не обнаружены 

3А9 0,6·10
2
 менее 7 обнаружены не обнаружены 

6А3 не обнаружены менее 6 не обнаружены не обнаружены 
6А6 не обнаружены менее 6 не обнаружены не обнаружены 
6А9 не обнаружены менее 5 не обнаружены не обнаружены 
9А3 не обнаружены не обнаружены не обнаружены не обнаружены 
9А6 не обнаружены не обнаружены не обнаружены не обнаружены 
9А9 не обнаружены не обнаружены не обнаружены не обнаружены 

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
В результате проведенных исследований 

установлено, что при воздействии ионизирующе-
го излучения на образцы очищенного вакууми-
рованного картофеля с увеличением дозы излу-
чения от 1 до 9 кГр наблюдалось изменение кон-
систенции от плотной до размягченной, увели-
чение интенсивности окраски поверхности и за-
паха продуктов пиролиза. Сочетание ТГ и ДСК 
методов исследования образцов ПЭТ-пакетов 
при облучении дозой 9 кГр, где суммарная масса 
атомных единиц ПЭТ-материала указывает на 
следы присутствия летучих веществ, позволяет 

сказать об отсутствии воздействия ионизирую-
щего излучения на полимер. Применение аскор-
биновой кислоты в виде раствора концентрацией 
9% для обработки поверхности очищенного кар-
тофеля обусловлено необходимостью предот-
вратить размягчение его консистенции и изме-
нение окраски поверхности при облучении дозой 
до 6 кГр. При этом достигается микробиологиче-
ская чистота полуфабриката и сохраняемость 
витаминов C и PP при воздействии от 1 до 6 кГр, 
колеблющееся в пределах 3%. При дозе от 6 до 
9 кГр потери исследуемых витаминов варьиру-
ются в пределах 25%. 
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Резюме: Методом инфракрасной спектроскопии нарушенного полного внутреннего отражения 
проведено сравнительное исследование белков разной категории (саркоплпзматических, миофиб-
риллярных, стромы) мышечной ткани свинины; глобулярных белков, полученных из промышленно-
го жмыха и измельченных семян льна масличного, а также протеин-полисахаридных комплексов, 
извлеченных из обрушенной семенной оболочки и цельных семян. Выделение белковых компонен-
тов проводили из водно-солевых экстрактов осаждением трехкратным избытком 96%-го этано-
ла, 5%-й трихлоруксусной кислотой и ИЭТ-осаждением при рН = 4,2. Показано, что использование 
разных анатомических частей (обрушенные ядро и семенная оболочка) как цельных, измельченных 
форм, так и жмыха семян льна масличного при варьировании условий предварительной обработки, 
экстрагирования и выделения позволяет получать комплекс биологически активных протеинсо-
держащих продуктов, используемых в пищевой промышленности, медицине, фармакопее, косме-
тологии – белковые концентраты, пептид-полисахариды, белок-липид-полисахаридные комплексы 
с варьируемым составом и соотношением компонентов. Сравнительное исследование кинетики 
воздушной сушки при 20 ºС сырых растительных и животных глобулярных белков позволило от-
метить идентичность в экстремальном характере изменения спектрального образа кривых све-
топоглошения и интенсивности  основных характеристических полос по мере удаления влаги. 
Температурный фактор, оказывая влияние на общий вид спектра, приводит к деформации полосы 
Амид-I, несущей информацию о структуре белка. Вклад в деформационные изменения может вно-
сить не только возможность дифференциации глобулярных белков (альбуминов и глобулинов), но 
и упаковка их полипептидных цепей при реконструкции или формировании новой вторичной 
структуры, разрушенной в результате различных механических и химических вмешательств. 
Комплекс полученных данных указывает, что повышенная температура оказывает существенное 
влияние на структурно-конформационные преобразования как белковых концентратов, так и бе-
лок-полисахаридных комплексов независимо от их природы. 
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Abstract: The method of infrared attenuated total reflection spectroscopy was used to compare proteins 
(sarcoplasmic, myofibrillar, stroma) contained in the pork muscle tissue, globular proteins obtained from in-
dustrially crushed flax seeds, as well as protein-polysaccharide complexes extracted from husked seed coats 
and whole seeds. Protein components were isolated from saline solutions by precipitation with a threefold 
excess of 96% ethanol and 5% trichloroacetic acid, as well as by isoelectric precipitation at pH = 4.2. It is 
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shown that the use of different anatomical parts (core and seed coat), including crushed or whole forms and 
flax seed meal, under varying conditions of pre-treatment, extraction and isolation allow biologically active 
protein-containing products to be obtained. Such products – protein concentrates, peptide polysaccharides 
and protein-lipid-polysaccharide complexes with a variable composition and ratio of components – are valu-
able raw materials for the food industry, medicine, pharmacopoeia and cosmetology. A comparative study of 
the kinetics of air drying of crude plant and animal globular proteins at 20°C showed these proteins to be 
similar in terms of extreme changes in the spectra of light absorption curves and the intensity of the main 
characteristic bands upon moisture removal. Temperature changes, affecting the general appearance of light 
absorption spectra, lead to deformation of the Аmide-I band, which carries information about the protein 
structure. Deformational changes may be promoted not only by differentiation of globular proteins (albumins 
and globulins), but also by packing of their polypeptide chains during reconstruction or formation of a new 
secondary structure destroyed as a result of various mechanical and chemical interventions. According to 
the obtained data, elevated temperatures have a significant effect on the structural transformations of both 
protein concentrates and protein-polysaccharide complexes, regardless of their nature. 
 

Keywords: plant and animal proteins, protein-containing products, infrared reflection spectroscopy 
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ВВЕДЕНИЕ 
Недостаточное содержание белка в продук-

тах питания – проблема мирового масштаба, 
давно назревавшая и ставшая сегодня очевид-
ной [1, 2]. Потребности пищевой индустрии в 
производстве продукции не только обогащенной 
белками, но и с широким разнообразием состава 
по белковым и аминокислотным компонентам, 
функционально-терапевтическим и технологиче-
ским свойствам довольно велики [3, 4]. Во мно-
гих лабораториях мира решение этой проблемы 
рассматривается и исследуется в нескольких 
направлениях: введение в состав мясных про-
дуктов добавок мяса диких животных и птицы 
(буйвола, зубра, оленя, лося, кабана, медведя, 
фазана, куропатки и др.) [5, 6], нетрадиционного 
мясного сырья (мясо верблюда, яка, кенгуру и 
др.) [7, 8], для других категорий продуктов пита-
ния – белковых ингредиентов животного и расти-
тельного происхождения [9]. По мнению ряда 
ведущих в данной отрасли российских и зару-
бежных ученых, комплексное использование 
белков животного происхождения из мяса сель-
скохозяйственных, диких животных и нетрадици-
онного сырья при производстве потребительских 
товаров является одним из альтернативных пу-
тей решения проблемы дефицита белка в пита-
нии населения [3, 5, 7].  

С каждым годом увеличивается потребность 
в белках и аминокислотах в медицине, фармако-
пее, ветеринарии, животноводстве. Белки и про-
дукты их деградации (пептиды, аминокислоты) 
широко применяются в клинической практике в 
качестве и в составе медицинских препаратов, 
лечебных пищевых добавок, для питания ослаб-
ленных больных, при кровопотерях, нарушении 
мозгового кровообращения, умственной отста-
лости, потери памяти и др. К белковым препара-

там относятся и всевозможные лечебные сыво-
ротки. Наряду с синтетическими и нефтяными 
белками во многих странах интенсивно развива-
ются крупнотоннажные технологии получения 
биомассы из культур некоторых микроорганиз-
мов, которые находят применение в производ-
стве кормовых добавок для животноводства, 
биоинсектицидов, вакцинных штаммов микроор-
ганизмов и вирусов, заквасок, дрожжей

1
. Оказа-

лось, что микробный белок богат незаменимыми 
аминокислотами (лизин, треонин, триптофан, 
метионин, изолейцин, фенилаланин, тирозин). 
Белки микробного происхождения в настоящее 
время применяются вместо сои и рыбной муки. 
Однако существенным недостатком этих техно-
логий является наличие в конечном продукте 
нежелательных примесей микробных клеток.  

Остро стоящая проблема нехватки пищевого 
белка стимулирует работу генетиков и селекцио-
неров и широкомасштабное исследование сырья 
растительного происхождения, богатого протеи-
нами, интерес к в последнее десятилетие резко 
возрос [10–12]. Белки растительного происхож-
дения получают в основном из семян злаков и 
масличных культур, плодов бобовых и ореховых 
растений. В большинстве случаев белки из рас-
тительных источников являются преимуще-
ственно альбуминами и глобулинами и, в отли-
чие от животных, характеризуются относитель-
ным дефицитом некоторых незаменимых амино-
кислот [13]. Так, например, кукуруза и пшеница 
бедны триптофаном и лизином, а некоторые бо-
бовые – метионином. В результате каждый из 
этих продуктов сам по себе имеет низкую пита-
тельную ценность, однако, в совокупности они 
дают белковую смесь, эквивалентную по пита-
тельности белкам молока, обеспечивая полно-
ценный набор необходимых аминокислот. Такие 

   

1
Воробьева А.И. Промышленная микробиология: учеб. пособие. М.: Изд-во МГУ. 1989. 294 с. 
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белки рассматриваются как комплементарные. 
Одним из перспективных растительных источ-

ников полноценного белка, полипептидов и их по-
лисахаридных комплексов, вызывающих научный 
и практический интерес, являются семена льна и 
продукты их переработки [14–16]. Согласно лите-
ратурным данным, по аминокислотному составу 
белки льна аналогичны белкам сои, которые 
рассматриваются как одни из самых питатель-
ных растительных белков, и по показателю ами-
нокислотного скора не уступают белкам молока. 
Семена льна содержат полный набор наиболее 
часто встречающихся аминокислот и характери-
зуются высоким содержанием таких незамени-
мых аминокислот, как валин, изолейцин. фенил-
аланин, лизин, лейцин, при низком содержании 
метионина и треонина. Различия в аминокислот-
ном составе, указывая на комплементарность, 
дают возможность перспективного комбинирова-
ния при купажировании белковых систем целе-
вого назначения. Следует отметить перспектив-
ность применения в качестве источника белка 
льняного жмыха, содержание белка в котором 
(35–45%) в 1,5–2 раза превышает содержание 
белка в семенах. В семенах льна с увеличением 
содержания масла уменьшается содержание 
белка, а его состав может варьироваться в зави-
симости от генетики, условий выращивания, 
сбора и обработки. 

Выделение белков как животного, так и рас-
тительного происхождения происходит в не-
сколько этапов. Сначала белки из измельченного 
сырьевого материала, обезжиренного при помо-
щи гексана, диэтилового или петролейного эфи-
ра, переводят в растворимое состояние, исполь-
зуя в качестве экстрагентов воду, водные рас-
творы солей, буферные растворы и др. [17, 18]. 
Однако, поскольку в экстракт выходят и сопут-
ствующие растворимые продукты, следующим 
этапом, чаще всего, является осаждение белка 
водоотнимающими средствами (этанол, ацетон), 
солевыми растворами (Na2SO4, (NH4)2SO4) высо-
кой концентрации, минеральными и органиче-
скими кислотами, осаждением в изоэлектриче-
ской точке (ИЭТ-осаждение) и др. Конечные 
свойства продуктов, образующихся в ходе мно-
гоэтапных технологических процессов, являются 
результатом разнообразных структурных де-
струкций, сшивок, реконструкций и сложных вза-
имодействий всех компонентов. На индивиду-
альность характера деструктивно-реконст-
руктивных процессов и возможности при струк-
турной агломерации существенное влияние ока-
зывают такие технологические параметры, как 
температура, рН среды, продолжительность 
процесса. Поэтому выбор схемы конкретного 
технологического процесса зависит от вида сы-
рья и назначения целевого продукта. 

Цель настоящей работы состояла в сравни-
тельном исследовании растительных белковых 
концентратов, протеин-полисахаридных комплек-
сов (семена льна) и животных белков разных кате-
горий мышечной ткани (свинина) с использовани-
ем метода инфракрасной спектроскопии нарушен-
ного полного внутреннего отражения (ИКС НПВО), 
широко используемого при исследовании биологи-
ческих материалов [19–21]. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ  
Объектами исследования в данной работе 

являлись: 
1. Фракционированные саркоплазматические, 

миофибриллярные белки и белки стромы, выде-
ленные из измельченной (d = 2,5 мм) свеже-
охлажденной препарированной мышечной ткани 
свинины (длиннейшая мышца спины, белая по-
рода, фермерское производство Новгородской 
области). Выделение белков разной категории, 
основанное на иерархической последовательно-
сти в их растворимости

2
 [22], проводилось на 

холоде по схемам: 
– саркоплазматические глобулярные белки 

(альбумины, глобулины) выделяли из мышечной 
ткани водной экстракцией в течение 4-х ч; гид-
ромодуль = m(г)/V(мл) = 1/10; 

– миофибриллярные сократительные белки 
актомиозинового комплекса (актин, миозин, тро-
помиозин) извлекали из мышечного волокна, 
оставшегося после удаления саркоплазматиче-
ских веществ и отмытого до прозрачных вод, 
экстракцией в течение 2-х ч 10% раствором 
NaCl; 

– фибриллярные соединительнотканые бел-
ки (коллаген, эластин) получали из отмытой до 
прозрачных вод стромы (соединительной ткани) 
обработкой 0,6 М раствором NaOH для удаления 
мукополисахаридов (углеводной компоненты 
стромы) с последующей отмывкой водой; 

– водный и солевой экстракты использова-
лись для осаждения саркоплазматических и 
миофибриллярных белков трехкратным избыт-
ком 96%-го этанола и 5%-й трихлоруксусной кис-
лотой. 

2. Протеин-полисахаридные комплексы и 
концентраты белков (альбумины, глобулины, 
глютелины) из масличных семян льна промыш-
ленного отечественной селекции (ГОСТ 10582-
76) получали следующим образом: 

– протеин-полисахаридные комплексы извле-
кали водной и водно-солевой экстракцией при 
40–45 ºС и рН = 6,0 в течение 120 мин из цель-
ных семян льна и обрушенной семенной оболоч-
ки; 

– белковые концентраты получали из обру-
шенных ядер и промышленного льняного жмыха 
экстракцией 7%-м растром NaCl в соотношении 

   

2
Соколов А.А. Физико-химические и биохимические основы технологии мясопродуктов. М.: Пищевая 

промышленность, 1965. 511 с. 
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1:20 при рН реакционной смеси 8–9, которое 
устанавливалось введением небольшими пор-
циями 10%-го раствора NaOH при температуре 
35–40 ºС. Продолжительность процесса экстрак-
ции – 2 ч. После охлаждения до комнатной тем-
пературы экстракты центрифугировали и отде-
ляли от льняного жмыха;  

– из экстракта белок осаждали при рН = 4,2 
(ИЭТ-осаждение) добавлением раствора HCL 
или трехкратным избытком 96%-го этанола. Для 
«созревания» белковой массы систему выдер-
живали 40 мин и центрифугировали. 

Отделенный центрифугированием от надо-
садочного раствора растительный и животный 
сырой белок сушили при 45–50 ºС в термостате 
или 20 

о
С на предметном столике прибора до 

стабилизации ИК-спектра. Колебательные спек-
тры образцов (32 скана) получали методом ИК-
спектроскопии на Фурье-спектрометре Tensor 37 
(Bruker, Германия) с алмазным НПВО-элементом 
и программным пакетом OPUS со стандартными 
градуировочными возможностями в диапазоне 
частот 4000–600 см

-1 
в формате поглощения. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
Результаты исследования животных белков, 

представленные в литературе, были получены, 
как правило, на лиофилизованных препаратах. 
Современный способ сублимационной сушки при 
низких отрицательных температурах является 
наиболее бережной, мягкой технологией и широ-

ко используется в разных сферах пищевых про-
изводств. В фармацевтической и медицинской 
практике – при производстве лечебных, профи-
лактических и диагностических препаратов (вак-
цин, антибиотиков), консервировании препара-
тов плазмы, сыворотки крови, кровезамените-
лей, при создании «банков» сухих препаратов и 
др. [23, 24].  

Сопоставление общего вида кривых 1–3 
(рис. 1) для лиофилизованных образцов альбу-
минов животного происхождения, несмотря на 
различие в интенсивности полос и относитель-
ное расположение, показывает их однотипный 
характер.   
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Рис. 1. ИК-спектры сухих препаратов альбуминов  
животного происхождения:  
1 – человеческий; 2  – бычий; 3 – конский 
 

Fig. 1. IR spectra of dry preparations  
of animal albumins: 
1 – human; 2 – bovine; 3 – -horse  
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Рис. 2. Фрагменты ИК-спектров (1750–1500 см-1): а – альбуминов животного происхождения; 
b – бычьей сыворотки (1) и альбумина (2); с – бычьей сыворотки: 1 – раствор, 2 – лиофилизованная,  

3 – раствор 1 после замораживания; растворы 1 и 3, высушенные при 20 ºС 
 

Fig. 2. Fragments of IR spectra (1750–1500 cm-1): a) animal albumins: 1 – human, 2 – bovine, 
3 – horse; b) bovine serum (1) and albumin (2); с) bovine serum: 1 – lyophilized drug, 2 – solution 

of the drug, 3 – solution after freezing (6 months), dried at 20 ºC 
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Однако фрагменты спектров протеиновой 
области говорят о заметной разнице в их соста-
ве и структуре в зависимости от природы живот-
ного организма, что проявляется в форме и 
смещении максимумов полос Амид-I и Амид-II 
(рис. 2, a). Анализ фрагментов ИК-спектров лио-
филизованных образцов бычьей сыворотки кро-
ви, содержащей смесь глобулярных белков 
(альбуминов и глобулинов) и бычьего альбумина 
(рис. 2, b), позволяет отметить, что о присут-
ствии в сыворотке крови гетерогенной фракции 
глобулинов, обладающих более высокой моле-
кулярной массой (15000–500000 Да) [25], может 
говорить низкочастотный сдвиг максимума 
асимметричной полосы Амид-I (1640 см

-1
) по от-

ношению к положению максимума в спектре бо-
лее низкомолекулярного (1500–70000 Да) аль-
бумина (1655 см

-1
). 

Рис. 2, с иллюстрирует влияние на спектр 
лиофилизованной бычьей сыворотки (кривая 2) 
процесса ее растворения (кривая 1) и заморажи-
вания раствора при -18 ºС в течение 6 мес. (кри-
вая 3). Оба раствора сыворотки подвергались 
сушке при 20 

о
С. Максимумы первых полос в 

спектрах высушенных растворов несколько сме-
щены в высокочастотную область по сравнению 
со спектром исходного препарата. Процесс за-
мораживания раствора вызывает небольшой 
батохромный сдвиг второй полосы и ее ушире-
ние. Отмеченные нюансы послужили основани-
ем для проведения исследования нативных бел-
ков мышечной ткани в условиях воздушной суш-
ки при 20 ºС. 

Белки мышечной ткани свинины. Для выде-
ления протеинов разной категории из животных 
тканей, используя различие в их растворимости, 
чаще всего применяют водную и  водно-солевую 
экстракцию. На рис. 3 приведены спектры водно-
го экстракта мышечной ткани свинины (выделе-
ние саркоплазматических белков – альбуминов и 
глобулинов) и солевого экстракта мышечного 
волокна (выделение миофибриллярных белков – 
актина и миозина), высушенных при 20 ºС. Их 
сопоставление показывает, что в солевом экс-
тракте содержится существенно больше белко-
вых компонентов, чем в водном. Это видно из 
соотношения интенсивности полос Амид-I 
(1680 см

-1
) и Амид–II (1540 см

-1
).  

Присутствие интенсивной структурированной 
полосы в области 1030 см

-1
 в спектре водного 

экстракта указывает на значительное содержа-
ние в нем мукополисахаридов, практически от-
сутствующих в спектре солевого экстракта. Кро-
ме того, спектр водного экстракта отличается и 
заметным содержанием липидных компонентов, 
на которые указывает полоса 1748 см

-1 
валент-

ных колебаний С=О-групп жирных кислот в их 
составе. А наличие небольшого пика при 
3008 см

-1
, характерного для валентных колеба-

ний СН-групп при двойной связи (СН=СН), гово-

рит о том, что в составе липидных компонентов 
имеются ненасыщенные жирные кислоты. Ин-
тенсивные полосы в области 2953–2823 см

-1
 

обязаны проявлению валентных асимметричных 
и симметричных колебания СНn-групп преиму-
щественно липидных и полисахаридных струк-
турных элементов. Высокочастотные полосы 
(3500–3050 см

-1
) с максимумом, отвечающим 

колебаниям NH-групп пептидной связи, значи-
тельно уширены за счет прочно связанной, пре-
имущественно с белками, воды, не полностью 
удаляемой в условиях воздушной сушки образ-
цов. 
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Рис. 3. ИК-спектры водного (1) экстракта мышечной ткани 
и солевого (2) экстракта мышечного волокна свинины, 
высушенных при 20 ºС  
 

Fig. 3. IR spectra of aqueous (1) muscle tissue extract  
and salt (2) pork muscle fiber extract dried at 20 ºС  

 
Для обратимого осаждения белков из жидких 

биологических тканей и экстрактов часто исполь-
зуют водоотнимающие средства (этанол, ацетон 
и др.). Понижая степень гидратации без измене-
ния заряда белков, они способствуют их агломе-
рации и осаждению. В результате обратимости 
процесса осаждения белки снова могут быть пе-
реведены в исходное состояние растворением 
их осадков в воде. Специфическим реагентом на 
белки является трихлоруксусная кислота (ТХУК). 
Нейтрализуя заряд и тем самым способствуя 
дегидратации, ТХУК необратимо осаждает белки 
и не затрагивает, оставляя в растворе, продукты 
их деструкции – полипептиды. 

ИК-спектры саркоплазматических белков, оса-
жденных из водного экстракта мышечной ткани 
96%-м этанолом и 5%-м раствором трихлоруксус-
ной кислоты, показали заметное различие в спек-
тральных характеристиках осадков белков, полу-
ченных двумя разными по механизму действия 
осадителями и высущенных при 20 ºС (рис. 4). 
Близкие по содержанию белковых компонентов, 
они отличаются по форме полосы Амид-I. В образ-
це, полученном осаждением этанолом, суще-
ственно больше липидных компонентов, о чем го-
ворят полосы 1748, 3008 и сложная полоса в виде 
трезубца с максимумом при 1160 см

-1
, характери-

зующая колебания С-О-групп жирных кислот ли-
пидных компонентов. В спектрах обоих образцов 
практически отсутствуют полисахариды. 
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На рис. 5, а представлены фрагменты спектров 
протеиновой области водного и солевого экстрак-
тов из мышечной ткани и мышечного волокна сви-
нины, высушенных при 20 ºС (см. рис. 3). Спектр 
водного экстракта, лежащий существенно ниже, 
имеет деформированную первую полосу в отличие 
от ее симметричного контура в спектре солевого 
экстракта (1652 см

-1
). Фрагменты спектров пула 

саркоплазматических белков, представленных на 
рис. 5, b, позволяют отметить их различие в зави-
симости от природы осадителя. Полоса Амид-I в 
спектре образца, полученного осаждением этано-
лом, многократно структурирована, но положение 
максимума (1652 см

-1
) указывает на преобладание 

в нем глобулинов. Более четкое спектральное раз-
деление альбуминов (1650 см

-1
) и глобулинов 

(1620 см
-1
) позволяет наблюдать их осаждение 

ТХУК, что отвечает дифференциации двух макси-
мумов в составе полосы Амид-I. 
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Рис. 4. ИК-спектры саркоплазматических белков,  
выделеных из водного экстракта этанолом (1) и ТХУК (2) 
 

Fig. 4. IR spectra of sarcoplasmic proteins isolated from  
an aqueous extract with ethanol (1) and trichloracetic acid (2) 
 

ИК-спектры саркоплазматических и миофиб-
риллярных белков, выделенных из водного и 
солевого экстрактов осаждением этанолом, а 

также белков стромы, полученных последова-
тельной экстракцией из мышечного волокна уг-
леводной составляющей стромы и высушенных 
при 20 ºС, иллюстрирует рис. 5, с. В спектре 
миофибриллярных белков актомиозинового ком-
плекса (кривая 2) также наблюдается четкая 
структуризация полосы Амид-I с разделением 
максимума на две составляющие. Полоса 
1623 см

-1
 принадлежит фибриллярному белку 

миозину, являющемуся основным белком мы-
шечной ткани всех млекопитающих, птиц и рыб 
(40–60% от общего количества мышечных бел-
ков), с очень большим, примерно 1,5 млн, моле-
кулярным весом. Полоса 1650 см

-1
 обусловлена 

актином, вторым важным белком сократительно-
го комплекса. Актин может существовать в двух 
формах – глобулярной мономерной (G-актин) и 
фибриллярной. (F-актин), которая формируется 
при полимеризации G-актина в покоящейся 
мышце. При мышечном сокращении он перехо-
дит в глобулярную. Молекулярный вес актина 
около 75 000 Да. В мышечной ткани его содер-
жится 12–15% [26]. При обработке мышечной 
ткани солевыми растворами в экстракт перехо-
дит актомиозин с неопределенным содержанием 
актина, которое зависит от длительности извле-
чения сократительных белков. 

Совершенно необычным выглядит спектр 
белков стромы (кривая 3). Следует отметить, что 
положение острого асимметричного максимума 
второй полосы (1563 см

-1
) в спектре белков 

стромы стабильно независимо от разного рода 
обработок. Его интенсивность может меняться в 
зависимости от интенсивности первой полосы. 
Соотношение их интенсивности во многом зави-
сит от вида, качества и анатомической части ис-
ходного мышечного сырья. 
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Рис. 5. Фрагменты ИК-спектров (1750–1500 см-1): a – водного (1) и солевого (2) экстрактов;  
b – саркоплазматических белков, осажденных: 1 – этанолом; 2 – ТХУК; c – белков:1 – саркоплазматических;  

2 –миофибриллярных; 3 – стромы 
 

Fig. 5. Fragments of IR spectra (1750–1500 cm-1): a – water (1) and salt (2) extracts;  
b – sarcoplasmic proteins precipitated by: 1 – ethanol; 2 – trichloracetic acid; c – proteins:1 – sarcoplasmic;  

2 –myofibrillar; 3–stroma 
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Поскольку в растительных тканях преобла-
дают водорастворимые белки, преимущественно 
альбумины и глобулины, для сравнения с ними 
подходят саркоплазматические белки мышечной 
ткани животных. В связи с этим в данной работе 
исследовалось влияние на ИК-спектр протеин-
содержащих продуктов переработки семян льна 
условий их экстракции из разных форм сырьево-
го материала и выделения осаждением, а также 
температурных условий сушки.  

Белки и протеин-полисахаридные комплек-
сы семян льна. Основная масса водораствори-
мых белков (альбумины, глобулины, глютелины), 
находится в ядре и экстрагируются из измель-
ченных семян вместе с полисахаридами. Однако 
процесс выхода слизи в водный раствор из 
цельных семян неизбежно сопровождается экс-
тракцией водорастворимых протеиновых фрак-
ций, находящихся в оболочке и эндосперме се-
мян льна. На рис. 6 приведены спектры образцов 
протеин-полисахаридных комплексов, получен-
ных водной экстракцией при рН = 6,0 из цельных 
и измельченных семян льна промышленного, 
осажденных этанолом и высушенных в термо-
стате при 40–45 ºС. 
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Рис. 6. ИК-спектры сухих образцов полисахаридных  
комплексов, полученных из измельченных (1)  
и цельных (2) семян промышленного льна 
 

Fig. 6. IR spectra of dry samples of polysaccharide  
complexes obtained from grinded (1)  
and whole (2) seeds of flax industrial 

 
Сопоставление спектральных кривых пока-

зывает существенную разницу в оптических 
свойствах образцов: спектр образца, полученно-
го из измельченных семян, расположен суще-
ственно выше и заметно отличается по форме. В 
нем протеины представлены двумя полосами – 
Амид-I (1680 см

-1
) и Амид-II (1540 см

-1
), типичны-

ми для белковых структур как растительного, так 
и животного происхождения. В то время в спек-
тре полисахаридного комплекса, выделенного из 
цельных семян, присутствует одна структуриро-
ванная полоса (1605 см

-1
), характерная для по-

липептидных компонентов в составе полисаха-
ридной матрицы. Наличие узкой полосы при 
1743 см

-1
, где регистрируются С=О-группы жир-

ных карбоновых кислот, говорит о том, что в бе-
лок-полисахаридных комплексах, полученных из 

измельченных семян, содержится значительное 
количество липидных компонентов, а присут-
ствие полос в областях 3008 и 722 см

-1
, характе-

ризующих соответственно валентные и дефор-
мационные колебания СН-групп при двойной 
связи (СН=СН), указывает на заметное содержа-
ние в их составе ненасыщенных жирных кислот. 

Спектральные кривые, представленные на 
рис. 7, позволяют сопоставить оптические свой-
ства сухих образцов белковых концентратов, полу-
ченных из промышленного жмыха (после отделе-
ния масла холодным прессованием), в зависимо-
сти от способа его обработки перед водно-солевой 
экстракцией при рН = 6 и условий сушки после 
ИЭТ-осаждения при рН = 4,2. Образцы белковых 
концентратов получали из жмыха, предварительно 
обезжиренного гексаном (№ 1 – 55,80% белка) и 
прошедшего процедуры удаления слизи водной 
экстракцией и обезжиривания (№ 2 – 61,50% бел-
ка). После ИЭТ-осаждения образцы сушились при 
40–45 ºС в термостате. 
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Рис. 7. ИК-спектры образцов белковых концентратов  
из промышленного жмыха семян льна  
 

Fig. 7. IR spectra of protein concentrates from industrial  
flax seed cake 

 
Сопоставление спектров 1 и 2 показывает, 

что введение стадии удаления слизи водной экс-
тракцией жмыха приводит к заметному росту вы-
хода белкового продукта, что следует и из более 
высокой интенсивности полос Амид-I и Амид-II 
при близости общего характера кривых светопо-
глощения (см. рис. 7). Образец № 3 получен 
прямой солевой экстракцией без всякой предва-
рительной обработки жмыха и после ИЭТ-
осаждени проходил воздушную сушку при 20 ºС 
на предметном столике прибора для исключения 
влияния температурного фактора. Его спектр 
существенно ближе к спектру образца № 1, а 
наиболее важным отличием от образцов № 1 и 
№ 2 является структурированная форма полосы 
Амид-I.  

Сопоставление оптических характеристик 
саркоплазматических белков мышечной ткани, 
полученных осаждением этанолом, и белков, 
выделенных ИЭТ-осаждением из жмыха семян 
льна (образец № 3) и прошедших воздушную 
сушку при 20 ºС, показывает аналогию, но лишь 
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в общем характере спектров (рис. 8). В обоих 
образцах присутствуют примеси липидных и по-
лисахаридных компонентов.  
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Рис. 8. ИК-спектры водорастворимых белков:  
1 – саркоплазмы мышечной ткани; 2 – жмыха семян льна, 
высушенных при 20 ºС (образец № 3) 
 

Fig. 8. IR spectra of water-soluble proteins:  
1 – sarcoplasm of muscle tissue; 2 – cake of flax seed  
(no. 3), dried at 20 ºС 

 

Фрагменты спектров в области 1750–1500 см
-1

 
(рис. 9) позволяют сопоставить и проанализиро-
вать влияние температуры сушки, анатомической 
части и природы исходного сырья на спектраль-
ные характеристики растительных и животных 
протеинов. Рис. 9, а иллюстрирует фрагменты 
ИК-спектров пептид-полисахаридных продуктов 
водной экстракции из обрушенной оболочки и 
цельных семян, осажденных этанолом и высу-
шенных при 40–45 ºС. В обоих случаях в протеи-
новой области отмечаются одиночные полосы, 
отличающиеся по интенсивности и форме, с по-
вышенным содержанием протеинов в образце, 
полученном из измельченной семенной оболочки. 
Для образца протеин-полисахаридного комплекса, 
полученного из цельных семян, характерно более 
высокое содержание липидов (1748 см

-1
). Обраща-

ет на себя внимание то, что классический дублет 
белковых полос Амид-I и Амид-II (рис. 9, b), при-
сутствующий только в спектрах белковых концен-
тратов, выделенных из жмыха (№ 1 и № 2) и бе-
лок-полисахаридного комплекса (см. рис. 6, кри-
вая 1), высушенных при 40-45 ºС, независимо от 
способа осаждения, наблюдается в спектрах всех 
лиофилизованных белоксодержащих биологиче-
ских материалах, в том числе альбуминов живот-
ного происхождения и сыворотки крови животных 
(см. рис. 1 и 2). Спектр образца белкового концен-
трата № 3, прошедший воздушную сушку при 
20 ºС, имеет структурированную полосу Амид-I 
(рис. 9, b, кривая 3).  

Влияние температурного фактора на спектр 
при сушке белковых компонентов как растительно-
го, так и животного происхождения подтверждают 
кривые светопоглощения белков семян льна и сар-
коплазматических белков мышечной ткани свини-
ны (рис. 9, c), высушенных при 20 ºС. В обоих слу-
чаях первая амидная полоса, несущая структур-
ную информацию о белке, деформирована. Вклад 
в деформацию в определенной степени может 
вносить не только возможность дифференциации 
глобулярных белков (альбуминов и глобулинов), 
но и упаковка их полипептидных цепей при рекон-
струкции или формировании новой вторичной 
структуры, разрушенной в результате различных 
механических и химических вмешательств. Ком-
плекс полученных данных указывает на то, что по-
вышенная температура оказывает существенное 
влияние на структурно-конформационные преоб-
разования как белковых концентратов, так и белок-
полисахаридных комплексов независимо от их 
природы. 
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Рис. 9. Фрагменты ИК-спектров (1750–1500 см-1): а – пептид-полисахаридных комплексов из: 
1 – измельченной семенной оболочки, 2 – цельных семян льна; b – белковых концентратов:  

1 – № 1; 2 – № 2; 3 – № 3; c – саркоплазматических белков мышечной ткани (1), белкового концентрата льна (2) 
 

Fig. 9. Fragments of IR spectra (1750–1500 cm-1): a – peptide-polysaccharide complexes from: 
1 – crushed seed coat, 2 – whole flax seeds; b – protein concentrates:  

1 – no. 1; 2 – no. 2; 3 – no. 3; c – sarcoplasmic proteins of muscle tissue (1), flax protein concentrate (2) 
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С целью оценки возможности контроля за 
характером изменений спектральных характери-
стик протеиновых структур по мере удаления 
воды в процессе естественной сушки ИК-спектры 
влажного белкового концентрата № 3 снимали в 
течение 25 мин через определенные промежутки 
времени при 20 ºС. Увеличенные фрагменты 
протеиновой области спектров иллюстрируют 
кинетику изменения его спектрального образа на 
разных этапах сушки (рис. 10, а). Именно на этих 
фрагментах в процессе естественного удаления 
воды отчетливо проявлены неоднозначность и 
скачкообразный характер изменений спектраль-
ных характеристик образца. Анализируя форму 
полос, их структуру, интенсивность, положение и 
сдвиги максимумов в области 1750–1500 см

-1  

можно отметить, что в первых двух спектрах, 
полученных в течение первых 4-х мин, присут-
ствует только одна полоса деформационных ко-
лебаний ОН-групп молекул воды – 1643 см

-1
, 

совпадающая с первой протеиновой полосой. В 
спектре 3 в области 1540 см

-1
 начинает прояв-

ляться вторая полоса протеинов; к 11 мин сушки 
(спектр 4) обе полосы увеличиваются по интен-
сивности, при этом первая полоса смещается 
батохромно в положение 1635 см

-1
.  

В спектре 5 (13 мин) интенсивность обеих 

полос резко возрастает, но у первой полосы 
максимум регистрируется уже в положении 
1620 см-

1
. Максимальной интенсивности обе по-

лосы достигают  в спектре 6 (к 15 мин); при этом 
наблюдается структуризация первой – на ее ле-
вой ветви в области 1657 см

-1
 появляется плечо, 

второй максимум смещается в низкочастотную 
область (1536 см

-1
). С этого момента обе проте-

иновые полосы, сохраняя структуру и положение 
максимумов, резко снижаются по интенсивности, 
стабилизируясь к 23–25 мин. Спектры 10 и 11 
отвечают хрупкой пленке сухого белкового кон-
центрата. 

Рис. 10, b иллюстрирует кинетику изменения 
интенсивности основных полос в процессе воз-
душной сушки образца белкового концентрата 
№ 3. После достижения максимума к 15 мин 
сушки интенсивность всех полос резко падает, 
но при этом продолжает снижаться и интенсив-
ность полосы NH-групп (3250 см

-1
). Все полосы 

стабилизируются по положению максимумов и 
поглощению к 23–25 мин сушки. Резкий перелом 
на кривых к 15 мин может говорить о внутри- и 
межмолекулярном взаимодействиях С=О, NH- и 
СН-групп, интенсифицирующих процесс удале-
ния остаточной воды с образованием компакт-
ной, но хрупкой пленки.   
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Рис. 10. Изменение интенсивности основных полос в ИК-спектрах образца № 3 в процессе сушки:  
а – протеиновая область (1750–1500см-1): 1 – 0; 2 – 4; 3 – 8; 4 –11; 5 –13; 6 – 15; 7 – 17; 

8 – 19; 9 – 21; 10 – 23; 11 – 25 мин; b – полосы: 1 – 3250; 2 – 1620; 3 – 1540; 4 – 2927 см-1 
 

Fig. 10. a – change in IR spectra (1750–1500 cm-1): 1 – 0; 2 – 4; 3 – 8; 4 -11; 5 -13; 6 – 15; 
7 – 17; 8 – 19; 9 – 21; 10 – 23; 11 – 25 min; b – change in the intensity of the main bands: 

1 – 3250; 2 – 1620; 3 – 1540; 4 – 2927 cm-1 in the process of sample no. 3 drying 
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Характер изменения протеиновой области 
спектра пептид-полисахаридного комплекса 
(рис. 11, а), выделенного из обрушенной оболоч-
ки семян льна, совсем не похож на тот, что 
наблюдался при сушке белкового концентрата 
(см. рис. 10, а). По мере ухода воды (кривые 1 и 
2 – полоса деформационных колебаний ее ОН-
групп) весь спектр поднимается (кривая 3) с 
формированием новых полос в области 1593, 
1542 и 1515 см

-1
. Дальнейшая сушка приводит к 

существенному изменению общего вида спектра. 
Снижается интенсивность полосы 1638 см

-1
 и 

резко возрастает полоса 1593 см
-1

. Общий вид 
кривых 8 и 9 и кинетика изменения спектральных 

характеристик близки по характеру к данным по 
пептид-полисахаридному комплексу, полученно-
му из цельных семян льна (см. рис. 9, а). 

Интересные результаты показало графиче-
ское представление кинетики изменения харак-
тера спектральных кривых при воздушной сушке 
саркоплазматических белков мышечной ткани 
свинины (рис. 11, b), в которых оказалось много 
общего с данными, полученными для белкового 
концентрата из семян льна (см. рис. 10, а), в том 
числе и по преобладанию в них глобулиновой 
фракции. Кроме того, отмечено, что в процессе 
воздушной сушки альбумины теряют связанную 
воду быстрее, чем глобулины.  
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Рис. 11. Изменение ИК-спектров протеиновой области (1750–1500 см-1) при сушке (20 ºС) сырых образцов:  
а – пептид-полисахаридного комплекса из оболочки семян льна; 

b – саркоплазматических белков мышечной ткани свинины 
 

Fig. 11. Change in the IR spectra (1750–1500 cm-1) during raw samples drying (20 °C): 
a – peptide-polysaccharide complex of flax seeds;  

b – sarcoplasmic proteins of pork muscle tissue 

 
ВЫВОДЫ 
Варьирование анатомической части семян 

льна (обрушенные ядро и семенная оболочка) и 
их сырьевой формы (цельное, измельченное, 
жмых), а также условий экстрагирования и выде-
ления целевых протеинсодержащих продуктов 
позволяет получать их расширенный ассорти-
мент – белковые концентраты, белок-полиса-
харидные и белок-липид-полисахаридные ком-
плексы, пептид-полисахариды с переменным 
соотношением компонентов, которые могут быть 
использованы в пищевой, косметической про-
мышленности, медицинской и фармацевтиче-
ской практике. 

Сравнительное исследование методом ИКС 
НПВО глобулярных белков саркоплазмы мы-
шечной ткани свинины и семян льна масличного, 
извлеченных из сырья водно-солевой экстракци-
ей и выделенных осаждением этанолом, ТХУК и 
ИЭТ-осаждением, показало много общего в ки-
нетике изменений рисунка спектральных кривых 
сырых растительных и животных образцов, су-
шившихся при 20 

о
С. Экстремальный характер 

изменения интенсивности основных полос в 
обоих случаях обусловлен началом активного 
образования межмолекулярных связей СО и NH 
групп пептидных цепей по мере удаления из си-
стемы связанных молекул воды. 
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Некоторые закономерности экстракции антоцианов 
из растительных источников 
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Резюме: Работа посвящена определению закономерностей экстракции антоцианов из различных 
растительных источников в некоторых экстрагентах. Для экстракции использовали свежий рас-
тительный материал: корнеплоды фиолетовой моркови, корнеплоды фиолетового картофеля 
сорта Аметист, свежие плоды аронии Мичурина, плоды паслена садового, плоды кизила обыкно-
венного, чернику и краснокочанную капусту, а также высушенные лепестки пиона. Экстракцию 
осуществляли настаиванием растительного материала в избранном экстрагенте (оставляли на 
ночь). Концентрацию антоцианов определяли спектрофотометрическим методом. Показано, что 
0,1 М водный раствор HCl является эффективным и экологически безопасным экстрагентом, поз-
воляющим осуществлять экстракцию антоцианов из многих объектов. При значениях кислотно-
сти среды больше 1 возможны значительные потери антоцианов: 5–45% – при рН = 2; 33–88% – 
при рН = 3; 41–92% – при экстракции дистиллированной водой. Ацилирование не способствует ро-
сту степени экстрагирования антоцианов. Добавки органических растворителей (этанола, аце-
тонитрила и глицерина) в ряде случаев позволяют существенно ускорить экстракцию антоциа-
нов, особенно в случае плодов кизила обыкновенного. Влияние экстрагента на степень экстраги-
рования нивелируется для измельченного материала. Приведены данные по сольватохромному 
эффекту, влияющему на спектральные характеристики растворов некоторых антоцианов. Пока-
зано, что сдвиг максимума полосы поглощения велик в случае неацилированных антоцианов и 
уменьшается для ацилированных соединений, по всей вероятности, вследствие внутримолеку-
лярной копигментации ацилированных антоцианов в водных растворах. Отмечено, что при опре-
делении концентрации антоцианов в растворителях с различной концентрацией органической 
добавки необходимо учитывать сольватохромный эффект. Показано, что добавка органического 
растворителя приводит не только к смещению максимумов полос поглощения, но и к значитель-
ным гиперхромным эффектам. При игнорировании этого эффекта погрешности в определении 
антоцианов могут превысить 70%. Предложен простой и эффективный способ учета указанных 
эффектов по схеме перекрестных разбавлений. Таким образом, экспериментально обоснован вы-
бор экстрагентов для эффективной экстракции антоцианов из некоторых видов растительного 
сырья и предложен метод оценки сольватохромных эффектов. 
 

Ключевые слова: антоцианы, экстракция, влияние рН, сольватохромные эффекты, способ учета 
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Some regularities in the process of anthocyanin extraction 
from vegetable sources 
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Abstract: This work investigates regularities in the process of extracting anthocyanins from various plant 
sources in the medium of extractants. For extraction, fresh plant samples were used, including the roots of 
purple carrots, roots of purple potatoes of the Amethyst variety, fresh fruits of Michurin's aronia, fruits of the 
garden nightshade, cornelian cherries, blueberries and red cabbage, as well as dried peony petals. The ex-
traction was carried out by infusing the plant material under study in a selected extractant (left overnight). 
The concentration of anthocyanins was determined spectrophotometrically. It was shown that a 0.1 M aque-
ous solution of HCl is an effective and environmentally friendly extractant allowing for the extraction of an-
thocyanins from various sources. Provided that the medium acidity is greater than 1, significant losses of 
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anthocyanins are possible: 5–45% at pH = 2; 33–88% at pH = 3; 41–92% when extracted with distilled water. 
Acylation does not contribute to an increase in the degree of anthocyanin extraction. The addition of organic 
solvents (ethanol, acetonitrile and glycerin) can significantly accelerate the anthocyanin extraction in some 
cases, which is particularly true for cornelian cherries. When using crushed material, the influence of the ex-
tractant on the degree of extraction is minimal. Information is presented on the solvatochromic effect, which 
affects the spectral characteristics of some anthocyanin solutions. It was shown that the shift of the absorp-
tion band maximum is the greatest for non-acylated anthocyanins, while decreasing for acylated compounds. 
The latter is most likely to be associated with the intramolecular copigmentation of acylated anthocyanins in 
aqueous solutions. When determining the concentration of anthocyanins in solvents with different concentra-
tions of organic additives, the solvatochromic effect should be taken into account. The addition of an organic 
solvent leads not only to a shift in the absorption band maxima, but also to significant hyperchromic effects. If 
this effect is ignored, errors in determination of anthocyanins can exceed 70%. This paper proposes a simple 
and effective approach to considering these effects using a cross-dilution scheme. Therefore, the choice of 
extractants for efficient anthocyanin extraction from various plant raw materials was experimentally substan-
tiated, and a method for evaluating solvatochromic effects was proposed. 
 

Keywords: anthocyanins, extraction, pH influence, solvatochromic effects, accounting method 
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ВВЕДЕНИЕ 
Антоцианы как подкласс обширного класса 

флавоноидов – это вещества, хорошо раствори-
мые в воде, существующие в нескольких рН-
зависимых формах, часть которых окрашена 
[1, 2]. Высокая антиоксидантная активность ан-
тоцианов [2, 3] и красящая способность [4] поз-
воляют рассматривать эти соединения как при-
родные антиоксиданты и красители для пищевой 
и медицинской промышленности. Природные 
антоцианы являются гликозидами антоцианиди-
нов, синтезируемых в плодах, цветках, листьях и 
других частях многих растений [5], поэтому для 
их извлечения из растительных источников на 
первом этапе необходима экстракция. Суще-
ствуют различные технологии экстракции анто-
цианов из растительного сырья, представлен-
ные, например, в работах [6–9]. Антоцианы не-
растворимы в неполярных органических раство-
рителях, поэтому базовые компоненты экстра-
гентов – вода, смешивающиеся с водой органи-
ческие растворители и подкислитель. Подкисли-
тель добавляется для перевода различных 
форм антоцианов в самую устойчивую флавили-
евую форму (I) (рис. 1). В качестве подкислителя 
можно использовать минеральные кислоты, ча-
ще всего используют соляную кислоту, добавки 
которой (до рН ≤ 1) обеспечивают условия для 
существования антоцианов только во флавилие-
вой форме. При этом подавляется и реакция 
гидратации антоцианов до не отличающихся 
устойчивостью бесцветных псевдооснований (II), 
которые легко превращаются в слабоокрашен-
ные цис-халконную (III) и далее – в транс-
халконную (IV) формы (см. рис. 1).  

Одна из важных функций добавок органиче-
ских растворителей – исключение экстракции 
полимерных и олигомерных гидрофильных сое-

динений, из-за которых возможны проблемы при 
хранении и использовании антоцианов. В каче-
стве основных органических растворителей ис-
пользуют этанол и метанол, но известно исполь-
зование и других растворителей, в том числе 
ацетона [10], некоторых одноатомных спиртов 
[11, 12], глицерина [13, 14].  

 

 
 
Рис. 1. Схема одного из направлений превращения  
антоцианов с повышением рН 
 

Fig. 1.  One of the directions of anthocyanins conversion  
with increasing pH  

 
При сравнении экстракционной эффективности 

органических добавок возникает проблема сопо-
ставления концентрации антоцианов из-за сольва-
тохромного эффекта, приводящего не только к 
смещению максимумов полос поглощения [15], но 
и к изменению коэффициентов экстинкции, кото-
рые для многих систем не известны. Поэтому 
нашей целью являлась разработка подхода, поз-
воляющего сопоставлять коэффициенты экстинк-
ции антоцианов в растворителях любых составов и 
методы экстракции антоцианов, подкисленных 
водными и водно-органическими смесями. 
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
В работе использовали свежие корнеплоды 

фиолетовой моркови (Daucus carota ssp. sativus 
var. atrorubens Alef.), свежие корнеплоды карто-
феля сорта Аметист с фиолетовой мякотью, 
свежие плоды аронии Мичурина (Arónia mit-
schurinii Skvortsov & Maitul), плоды паслена садо-
вого (Solanum retroflexum Dunal.), выращенные  
в г. Белгород, а также плоды кизила обыкновен-
ного (Cornus mas L.), черники (Vaccinium myrtil-
lus L.) и краснокочанную капусту (Brassica 
oleracea var. capitata F. rubra), приобретенные  
на рынке г. Белгорода, и высушенные лепестки 
пиона. 

Для приготовления экстрагентов использова-
ли дистиллированную воду, этанол, ацетонит-
рил, глицерин, соляную кислоту.  

Экстракцию выполняли в статических усло-
виях настаиванием смеси растительного мате-
риала и экстрагента в течение 12 ч. Экстракты 
отделяли от остатка фильтрованием через бу-
мажный фильтр на воронке Бюхнера под вакуу-
мом.  

Электронные спектры поглощения записыва-
ли в кварцевых кюветах на спектрофотометре 
Shimadzu UV 2550 при рН = 1 без поправок на 
абсорбцию «полимерных» антоцианов. При рас-
четах использовали пересчет на цианидин-3-
глюкозид хлорид с ε = 26900 л·моль

-1
·см

-1
 [16]. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
В большинстве опубликованных работ, к со-

жалению, при сопоставлении экстрагирующей 
способности различных растворителей исполь-
зуется только однократная экстракция. Но при 
отсутствии данных по исчерпывающей экстрак-
ции невозможно оценить эффективность экстра-
гентов. В этом отношении важен результат пер-
вой экстракции, но только на фоне результатов 
экспериментов по исчерпывающей экстракции. 
Рассмотрим несколько важных параметров экс-
трагентов. 

Водные растворы соляной кислоты являются 
не только наиболее простыми по составу экстра-
гентами, но и могут быть отнесены к так называ-
емым «зеленым» технологиям, не наносящим 
вреда окружающей среде. Но при этом возника-
ет вопрос о значимости рН водного экстрагента 
для сохранности экстрагируемых антоцианов 
вследствие возможных превращений, представ-
ленных на схеме 1. Возможное различие в ре-
зультатах использования воды может быть 

следствием подкисления экстракта органически-
ми кислотами, присутствующими в образцах, 
уровень биосинтеза которых может сильно зави-
сеть даже от сорта в пределах одного и того же 
вида растения.  

В экспериментах использовали водные рас-
творы HCl с концентрациями 0,1 М, 0.01 М, 0.001 М 
и водные растворы без добавок кислоты. После-
довательные порции трех различных источников 
антоцианов, получаемые его настаиванием в 
течение 12 часов, объединяли перед определе-
нием концентрации антоцианов. В фиолетовой 
моркови по нашим данным содержатся основные 
два антоциана – цианидин-3-гексозилпентозил-
гексозид, ацилированный феруловой кислотой и 
без ацилирования. В корнеплодах фиолетового 
картофеля обнаружены 3-рутинозид-5-глюкози-
ды трех метилированных антоцианидинов (пету-
нидина, пеонидина и мальвидина), ацилирован-
ные пара-кумаровой и феруловой кислотами. 
Антоцианы плодов аронии Мичурина образованы 
неацилированными гликозидами цианидина. При 
выборе объектов исследования руководствова-
лись информацией о большей устойчивости 
ацилированных антоцианов по сравнению с неа-
цилированными [17]. Экстракцию продолжали до 
достижения практически бесцветного экстракта 
на последней стадии. Перед измерением опти-
ческой плотности во всех полученных экстрактах 
рН (при разбавлении) доводили до 1. Получен-
ные результаты для суммы экстрактов всех ста-
дий представлены в табл. 1. 

Как следует из представленных данных, пони-
жение концентрации кислоты ниже 0,1 М нежела-
тельно вследствие падения выхода антоцианов, 
причем роль стабилизации антоцианов ацилиро-
ванием не всегда проявляется – наибольшие по-
тери при экстракции водой без подкисления полу-
чены для полностью ацилированных антоцианов 
корнеплодов фиолетового картофеля. Следует 
также учесть, что могут срабатывать собственные 
ферментные системы растения, разрушающие 
антоцианы. Так, например, по нашему опыту, ан-
тоцианы из цветков цикория обыкновенного 
(Cichorium intybus L.) быстро разрушаются после 
сбора лепестков, поэтому для предотвращения 
потерь антоцианов требуется немедленное поме-
щение их в 0,1 М водный раствор HCl. Аналогично, 
красные недозрелые ягоды калины гордовины (Vi-
burnum lantana L.) вне раствора кислоты быстро (за 
2-3 часа) становятся мягкими и черными, из кото-
рых антоцианы уже не экстрагируются. 

 
Таблица 1. Зависимость концентрации антоцианов в экстракте от концентрации HCl в водных растворах (n = 2) 
Table 1. Relationship between anthocyanin concentration in extracts and HCl concentration in water solutions (n = 2) 
 

Концентрация 
HCl 

Морковь Картофель Арония 

с, г/100 г % с, г/100 г % с, г/100 г % 

0,1 0,225±0,002 100 0,114±0,001 100 0,845±0,003 100 
0,01 0,183±0,007 81 0,062±0,006 55 0,553±0,003 95 

0,001 0,151±0,007 67 0,013±0,001 12 0,273±0,006 47 
0 0,124±0,008 59 0,009±0,001 8 0,258±0,017 44 
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Добавка органического растворителя обычно 
осуществляется тогда, когда желают увеличить 
растворимость веществ, но в случае антоцианов, 
находящихся в кислой среде в виде положи-
тельно заряженных ионов флавилия в этом нет 
необходимости. Даже антоцианы дважды ацили-
рованные замещенными коричными кислотами 
(как наиболее липофильные среди антоцианов) 
легко растворяются в подкисленных водных рас-
творах. При этом антоцианы очень плохо рас-
творяются в воде без добавок кислоты из сухого 
состояния. За многолетний опыт работы с анто-
цианами был обнаружен единственный объект, 
для экстракции антоцианов из которого необхо-
димо в экстрагент добавлять органический рас-
творитель – это плоды кизила (Cornus mas L.). 

Экспериментально было установлено, что 
при экстракции 0,1 М водным раствором для 
обесцвечивания растительного материала (пло-
дов кизила) требуется до шести и более стадий, 
хотя на первой стадии экстрагируется около 75% 
от суммы антоцианов, (табл. 2). При добавлении 
40% (по объему) ацетонитрила удается экстра-
гировать практически все антоцианы за одну 
стадию. При повышении концентрации ацетони-
трила эффективность экстракции снижается. И 
не удивительно, поскольку при очень высокой 
концентрации ацетонитрила в смеси с кислотой 
растворимость дигликозидов антоцианидинов 
сильно снижается и их не удается быстро элюи-
ровать с концентрирующих патронов С18 при 
очистке антоцианов методом твердофазной экс-
тракции. Впрочем, экологически неблагоприят-
ный ацетонитрил удобен при пробоподготовке 
перед определением антоцианов методами об-
ращенно-фазовой ВЭЖХ или гидрофильной 
хроматографии [18].  

Для трех экстрактов после одинакового раз-
бавления, но с различной долей ацетонитрила 
при одинаковой концентрации соляной кислоты 
были получены результаты, представленные на 
рис. 2.  

При этом было установлено батохромное 
смещение полос поглощения для всех экстрак-
тов по мере добавления ацетонитрила:  

– для экстракта плодов черники, содержаще-
го неацилированные моногликозиды пяти основ-
ных антоцианидинов (дельфинидина, петуниди-
на, мальвидина цианидина и пеонидина) – от 515 
до 529 нм;  

 
 
Рис. 2. Гиперхромный эффект спектров антоцианов  
как функция концентрации ацетонитрила.  
Экстракты: 1 – плодов черники;  
2 – листьев краснокочанной капусты;  
3 – плодов паслена садового 
 

Fig. 2. Hyperchromic effect of anthocyanin spectra  
as function of acetonitrile concentration. 
Extracts from: 1 – bilberry fruits;  
2 – red cabbage leaves;  
3 – fruits of garden nightshade 

 
– для экстракта плодов паслена садового, 

содержащего ацилированный пара-кумаровой 
кислотой 3,5-дигликозид петунидина – от 522 до 
525 нм; 

– для экстракта краснокочанной капусты, со-
держащей моно- и диацилированные производные 
3,5 дигликозида цианидина – от 522 до 525 нм.  

При этом, как следует из представленных на 
рис. 1 данных, наблюдается гиперхромный эф-
фект – рост оптической плотности при λmax, прак-
тически линейно зависящий от концентрации 
ацетонитрила во всем диапазоне концентраций 
для экстракта плодов черники. Для ацилирован-
ных антоцианов линейность также наблюдается, 
но при содержании ацетонитрила выше 20% об. 
Изменение на начальном участке в этих случаях, 
вероятно, являются следствием внутримолеку-
лярной копигментации известной для ацилиро-
ванных антоцианов [19, 20]. 

Основная проблема при использовании рас-
творителей, отличающихся от 0,1 М водного рас-
твора соляной кислоты – сольватохромный эф-
фект, который не позволяет использовать из-
вестные величины коэффициентов экстинкции 
для расчета концентрации антоцианов в экстрак-
тах. Для учета сольватохромного эффекта нами 
использована следующая процедура:  

 

Таблица 2. Экстракция антоцианов из плодов кизила за одну стадию 
Table 2. Extractivity of dogwood fruit anthocyanins for one stage 
 

Условия экстракции 
Образец 

1 2 3 4 5 

Навеска плодов кизила, m, г 0,493 0,525 0,498 0,620 0,550 

Состав экстрагента, мл 
0,1 М HCl 25 20 15 10 5 

CH3CN 0 5 10 15 20 

Экстрагировано антоцианов, 
г/100 г 0,073 0,086 0,095 0,076 0,079 

% 76,8 90,5 100 80,0 83,2 
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1) вначале получали экстракт Э1 некоторого 
растительного материала в 0,1 М водном рас-
творе HCl с концентрацией антоцианов в нем с1, 
для которого известно значение ε1 для пересчета 
на цианидин-3-глюкозид (26900 л×моль

-1
×см

-1
) и 

определяли оптическую плотность экстракта при 
λmax(1), D1; 

2) затем получали экстракт этого же матери-
ала в другом растворителе Э2 с неизвестным 
значением ε2 при λmax(2) и определи оптическую 
плотность полученного экстракта (с концентра-
цией антоцианов в нем с2), D2; 

3) смешивали равные объемы экстракта Э1 и 
экстрагента Э2, определив оптическую плотность 
полученной смеси, D12; 

4) смешивали равные объемы экстракта Э2 и 
экстрагента Э1, определив оптическую плотность 
полученной смеси, D21. 

Поскольку растворители в двух последних 
случаях одинаковы, соотношение концентраций 
антоцианов в Э1 и Э2 равно соотношению опти-
ческих плотностей D12/ D21: 

 
с1

с2
=

𝐷12

𝐷21
.                                  (1) 

 
 
 
Поскольку по закону Бугера – Ламберта –

 Бера концентрация вещества рассчитывается 
по формуле 

 

𝑐𝑖 =
𝐷𝑖

𝜀𝑖×𝑙
,                                (2) 

 
где l – длина оптического пути, см, то для расче-
та неизвестного коэффициента экстинкции ε2 
использовали формулу, полученную комбинаци-
ей уравнений (1) и (2): 

 
𝐷1×𝜀2

𝐷2×𝜀1
=

𝐷12

𝐷21
. 

 

𝜀2 =
𝐷12×𝐷2×𝜀1

𝐷1
.                          (3) 

 
На рис. 3 представлены результаты экстрак-

ции антоцианов в пяти различных растворителях 
из высушенных лепестков пиона в двух вариан-
тах – неразрушенные и измельченные. Расчет 
показал, что при не учете сольватохромных эф-
фектов погрешности измерения концентрации 
антоцианов превышают 70%.  

Первый вариант интересен тем, что позволя-
ет оценить эффективность экстрагента по спо-
собности разрушать клеточные мембраны 
(рис. 2, а). При соотношении массы растительно-
го материала и объема экстрагента 1 : 50, г/мл, 
лучший результат получен для 1%-го раствора 
HCl в этаноле, который позволил за первую экс-
тракцию извлечь более 65% антоцианов, что бо-
лее чем в 2 раза превысило аналогичный пока-
затель для 0,1 М водного раствора HCl.  

 
 

Рис. 3. Экстрагируемость антоцианов из неразрушенных (а) и растертых (b) высушенных лепестков цветков пионов  
от числа последовательных экстракций. 

Экстрагенты: 1 – 0,1 М водный раствор HCl; 2 – 1%-й раствор концентрированной HCl в этаноле; 
3 – экстрагент, содержащий 80% об. глиценина и 20% об. 0,1 М водного раствора HCl; 
4 – экстрагент, содержащий 50% об. глицерина и 50% об. 0,1 М водного раствора HCl;  

5 – экстрагент, содержащий 50% об.1%-го раствора концентрированной HCl в этаноле и 50% об. 0,1 М  
водного раствора HCl 

 

Fig. 3. Extractivity of anthocyanins from whole (a) and crushed (b) dried peony flower petals at consecutive extraction stages. 
Extragents: 1 – 0,1 М HCl solution in water; 2 – 1% HCl solution in ethanol;  

3 – mixture of 80% vol. of glycerol and 20% vol. of 0,1 М HCl solution in water;  
4 – mixture of 50% vol. glycerol and 50% vol. of 0,1 М HCl solution in water;  

5 – mixture of 50% vol. of 1% HCl solution in ethanol and 50 % vol. of 0,1 М HCl  
solution in water 
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Рис. 4. Экстрагируемость антоцианов из листьев  
краснокочанной капусты от кратности последовательных 
экстракций. Условия как в подписях к рис. 3. 
 

Fig. 4. Extractivity of red cabbage leaves  
anthocyanins at consecutive  
extraction stages. Conditions as in Fig.3 

 
При уменьшении концентрации этанола 

вдвое степень экстракции несколько снижалась, 
но оказывалась выше, чем без добавок органи-
ческого модификатора. Глицерин в количестве 
80%  об. позволил экстрагировать за две после-
довательные экстракции антоцианов больше, 
чем без органических добавок, но эффектив-
ность добавки глицерина уменьшалась при сни-
жении его концентрации. Меньшая степень экс-

тракции в случае высокой концентрации глице-
рина может быть связана с необходимостью 
предварительного смачивания лепестков перед 
экстракцией. Во втором варианте при соотноше-
нии масса измельченных лепестков : объем экс-
трагента 1 : 100, г/мл – при экстракции из размо-
лотых лепестков эффективность экстрагентов в 
значительной степени выровнялась, поэтому 
добавки органического растворителя не обяза-
тельны. 

В случае свежих листьев краснокочанной ка-
пусты добавление органического модификатора 
в экстрагент оказалось ненужным, наивысшую 
эффективность в процессах экстракции проявил 
0,1 М водный раствор HCl (см. рис. 3). 

 
ВЫВОДЫ 
0,1 М водный раствор HCl является эффек-

тивным и экологически чистым экстрагеном ан-
тоцианов из многих растительных объектов. До-
бавки органических модификаторов эффективны 
при экстракции из неизмельченного высушенно-
го сырья, но при экстракции антоцианов из из-
мельченного сырья их добавка не обязательна. 
При оценке их эффективности следует учиты-
вать сольватохромный эффект по предложенно-
му в работе способу. 
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Повышение биоразлагаемости эпоксидных материалов 
за счет модификации растительными маслами 

и их кислородсодержащими производными 
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Резюме: Проблема утилизации изделий из эпоксидных смол является актуальной задачей в связи 
с микробиологической стойкостью данного типа полимера. Целью настоящей работы являлось 
повышение биоразлагаемости эпоксидных материалов под действием микроорганизмов почвы и 
мицеальных грибов за счет модификации соевым маслом и маслом каучукового дерева и их кисло-
родсодержащими производными, а также смесью соевого масла с олеиновой кислотой. Согласно 
полученным результатам, внесение в почву материала на основе немодифицированной эпоксидной 
смолы приводит к снижению дыхательной активности почвенного микробиоценоза в 2,2 раза по 
сравнению с дыхательной активностью почвы без полимеров. Это свидетельствует о том, что 
эпоксидно-диановая смола или отвердитель (аминофенол) оказывают ингибирующее действие на 
микробиоценоз почвы. Модификация эпоксидной смолы растительными маслами и их кислородсо-
держащими производными обуславливает увеличение дыхательной активности почвенного мик-
робиоценоза по сравнению с дыхательной активностью почвы в присутствии немодифицирован-
ной эпоксидной смолы, что указывает на их биоразлагаемость. Снижение содержания карбоновых 
кислот в составе масла каучукового дерева после эпоксидирования, на что указывает уменьшение 
кислотного числа, приводит к некоторому снижению дыхательной активности микробиоценоза 
почвы. Аналогичный эффект по этой же причине оказывает карбонизация растительных масел. 
На увеличение биодеградации эпоксидных материалов при модификации указывают и результаты 
оценки их грибостойкости по степени развития плесневелых грибов рода Trichoderma. Таким об-
разом, установлено, что растительные масла и их кислородсодержащие производные увеличива-
ют биоразложение эпоксидных материалов. При этом из всех исследованных вариаций составов 
наибольшей биоразлагаемостью характеризуются эпоксидные материалы, модифицированные 
маслом каучукового дерева и смесью соевого масла с олеиновой кислотой.  
 

Ключевые слова: эпоксидный полимер, растительные масла, биодеградируемость, микробиоце-
ноз почвы, грибостойкость 
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Increasing the biodegradability of epoxy materials  
by means of vegetable oils  

and their oxygenated derivatives 
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Abstract: Recycling of epoxy resin products is an urgent problem due to the microbiological resistance of 
such polymers. In this work, we aimed to increase the biodegradability of epoxy materials under the action of 
soil microorganisms and mycelial fungi. The modification of epoxy materials was carried out using soybean 
oil, rubber tree oil and their oxygenated derivatives, as well as a mixture of soybean oil and oleic acid. Ac-
cording to the obtained results, the introduction of a material based on unmodified epoxy resin into a soil 
leads to a 2.2–fold decrease in the respiratory activity of the soil microbiocenosis compared to untreated soil 
samples. This proves that epoxy-diane resins or hardeners (aminophenol) inhibit soil microbiocenosis. In 
comparison with the action of  unmodified epoxy resins, the epoxy resins treated with vegetable oils and their 
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oxygenated derivatives caused an increase in the respiratory activity of soil microbiocenosis, thus indicating 
the biodegradability of the materials under study. The decrease in the content of carboxylic acids in the com-
position of rubber tree oil after its epoxidation, which was confirmed by a decrease in the acid value, led to a 
slight decrease in the respiratory activity of soil microbiocenosis. For the same reason, the carbonation of 
vegetable oils had a similar effect. An improved biodegradation profile of epoxy materials following their 
modification was also confirmed by assessing their fungal resistance in terms of the number of the Tricho-
derma fungi. It was concluded that vegetable oils and their oxygenated derivatives increase the biodegrada-
bility of epoxy materials. Among all the studied compositions, the epoxy materials modified with rubber tree 
oil and a mixture of soybean oil and oleic acid demonstrated the highest level of biodegradability.  
 

Keywords: epoxy polymer, vegetable oils, biodegradability, soil microbiocenosis, fungal resistance 
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ВВЕДЕНИЕ 
Одним из аспектов решения вопросов эколо-

гической безопасности является уменьшение 
объемов «полимерного мусора». Для решения 
этой задачи перспективно получение полимер-
ных материалов, сохраняющих свои эксплуата-
ционные характеристики на протяжении периода 
использования, а затем претерпевающих биоло-
гические и физико-химические превращения, 
происходящие под действием факторов окружа-
ющей среды и с легкостью включающиеся в про-
цессы метаболизма природных систем [1]. 

Проблема утилизации после завершения 
срока эксплуатации является особенно актуаль-
ной для изделий из эпоксидных смол ввиду мик-
робиологической стойкости этого типа полиме-
ров [2]. 

Рост биоразлагаемости эпоксидных матери-
алов может достигаться за счет модификации 
биоразлагаемыми природными добавками, спо-
собными в определенной степени инициировать 
распад основного полимера [3]. 

Добавками, придающими композитам спо-
собность к биоразложению, являются целлюлоза 
и ее производные, крахмал, растительные мас-
ла, а также отходы растительного производства, 
которые получаются при переработке злаковых 
культур [4]. Цель настоящей работы заключа-
лась в повышении биоразлагаемости под дей-
ствием микроорганизмов почвы и мицеальных 
грибов эпоксидных материалов, модифициро-
ванных растительными маслами и их кислород-
содержащими производными. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Для получения модифицированных компози-

ций использовалась эпоксидная диановая смо- 
ла ЭД-20 (ГОСТ 10587-84), отвержденная ами-
ноалкилфенолом (АФ-2) (ТУ 2494-052-00205423-
2004). Содержание отвердителя определялось 
эквимольным соотношением [эпоксигруппы]:[амин] 
и [циклокарбонаты]:[амин]. Отверждение прово-
дилось при комнатной температуре в течение  
7 суток. 

В качестве модификаторов использовались: 
– промышленное масло каучукового дерева 

(МКД), полученное из семян гевеи бразильской 
(Hevea brasiliensis), произрастающей на террито-
рии юга Вьетнама (TCVN 5374:2008); 

– эпоксидированное масло каучукового дере-
ва (ЭМКД), синтезированное по методике, опи-
санной в работе [5]; 

– соевое масло (СМ) ГОСТ Р 53510-2009; 
– эпоксидированнще соевое масло (ЭСМ) (ТУ 

0253-061-07510508-2012) с содержанием эпок-
сидного кислорода (ЭК) 6,2% масс.;  

– циклокарбонат эпоксидированного масла 
каучукового дерева (ЦКЭМКД) с 95% конверсией 
эпоксигрупп в циклокарбонатные, синтезирован-
ного по методике, приведенной в работе [6]; 

– смесь соевого масла с олеиновой кислотой 
(СМ+ОК), в соотношении 3:1. 

Оценку биоразлагаемости (биодоступности) 
материалов производили на основании измене-
ния дыхательной активности почвы методом 
Штурма [7].  

Оценку грибостойкости материалов осу-
ществляли на основании стандартного метода 
лабораторных испытаний на стойкость к воздей-
ствию плесневых грибов (ГОСТ 9.049-89). 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Оценка изменения дыхательной активности 

микробиоценоза почвы в присутствии расти-
тельных масел и их кислородсодержащих произ-
водных показала, что эти соединения являются 
биодоступными для микроорганизмов. Наиболь-
шее увеличение описываемого показателя имеет 
место в случае МКД и СМ+ОК (рис. 1). Это сви-
детельствует о том, что карбоновые кислоты 
эффективно используются микроорганизмами 
почвы в качестве субстрата. Снижение их со-
держания в составе МКД после эпоксидирова-
ния, на что указывает уменьшение кислотного 
числа [8], приводит к некоторому уменьшению 
дыхательной активности микробиоценоза почвы. 
Аналогичный эффект оказывает карбонизация 
по этой же причине Дыхательная активность 

https://mail.yandex.ru/re.jsx?h=a,ffFch1SHnrR_4TXKy4Wl2A&l=aHR0cHM6Ly93d3cuc2NpZW50aWZpYy5uZXQvYXV0aG9yLXBhcGVycy9la2F0ZXJpbmEteWFtYWxlZXZh
https://doi.org/10.21285/2227-2925-2020-10-4-700-707
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микробиоценоза почвы в присутствии соевого 
масла заметно меньше, по сравнению с МКД, что 
также может быть связано с отсутствием в его 
составе свободных жирных кислот. Эпоксидиро-
вание СМ, в отличие от МКД, несколько увели-
чивает биоразлагаемость в почве. Вероятно, вы-
явленная закономерность определена различ-
ным способом эпоксидирования этих раститель-
ных масел в промышленных и лабораторных 
условиях [9]. 

 

 
 

Рис. 1. Дыхательная активность почвы в присутствии 
растительных масел, их кислородсодержащих  
производных и смеси соевого масла  
с олеиновой кислотой 
 

Fig. 1. Soil respiratory activity in the presence  
of vegetable oils, their oxygen-containing derivatives  
and a mixture of soybean oil with oleic acid 

 
Результаты оценки изменения дыхательной 

активности микробиоценоза почвы в присутствии 
полимерных материалов на основе эпоксидной 
смолы, модифицированной растительными мас-
лами и их кислородсодержащими производными, 
представлены на рис. 2. 

 

 
 

Рис. 2. Дыхательная активность почвы в присутствии 
полимерных материалов на основе эпоксидной смолы,  
не модифицированной и модифицированной маслом 
каучукового дерева, соевым маслом и их производными 
(содержание модификаторов 10 мас.ч на 100 мас.ч  
ЭД-20) 
 

Fig. 2. Soil respiratory activity in the presence of polymeric 
materials based on epoxy resin, not modified 
and modified by rubber tree oil, soybean oil  
and their derivatives (modifiers content is 10 parts by weight  
per 100 parts by weight of ED-20) 

Как показали проведенные исследования, 
внесение в почву материала, полученного на 
основе немодифицированной эпоксидной смолы 
(образец ЭД), приводит к снижению дыхательной 
активности почвенного микробиоценоза в 2,2 ра-
за по сравнению с дыхательной активностью 
почвы без полимеров. Это свидетельствует о 
том, что эпоксидно-диановая смола или отвер-
дитель аминофенол оказывают ингибирующее 
действие на микробиоценоз почвы [10-12].  

Согласно полученным данным, модификация 
эпоксидной смолы МКД обуславливает увеличе-
ние дыхательной активности почвенного микро-
биоценоза в 2,5 раза по сравнению с дыхатель-
ной активностью почвы в присутствии немоди-
фицированной эпоксидной смолы. На основании 
сказанного можно заключить, что МКД в качестве 
субстрата используется такими микроорганиз-
мами почвы, как неспороносные палочки 
Pseudomonas fluorescens, многие аэробные и 
анаэробные бактерии (например, рр. Clostridium, 
Pseudomonas, Bacillus) и мицелиальные грибы 
(например, рр. Penicillium, Aspergillus) [13]. Би-
одеградируемость МКД обусловлена, вероятно, 
наличием в его структуре большого количества 
ненасыщенных жирных кислот, то есть двойных 
связей, не стойких к агрессивным воздействиям 
продуктов метаболизма микроорганизмов.  

Использование в качестве модификатора 
эпоксидных материалов ЭМКД обуславливает 
незначительное снижение дыхательной активно-
сти почвы по сравнению с МКД (см. рис. 2). 

В то же время модификация ЦКЭМКД  
обуславливает существенное уменьшение – в 
1,8 раза, дыхательной активности почвенного 
микробиоценоза по сравнению с дыхательной 
активностью при модификации МКД (см. рис. 2). 
Это можно объяснить тем, что циклокарбонаты 
эпоксидированных растительных масел (ЦКЭРМ) 
способны образовывать в эпоксидной сетке гид-
роксиуретановые фрагменты, которые обуслав-
ливают рост поперечного сшивания эпоксидных 
материалов в результате взаимодействия мо-
дификаторов с аминными отвердителями и 
встраиванием их в эпоксидную сетку [14–16]. Ис-
ходя из этого можно сделать вывод, что микро-
организмам почвы сложнее разрушить структуру 
ЦКЭРМ и использовать их в качестве субстрата. 

Следует отметить, что наблюдается хорошая 
корреляция данных, представленных на рис. 1 и 2. 
То есть растительные масла, которые наименее 
устойчивы к микроорганизмам почвы, обеспечива-
ют и большее биоразложение модифицированных 
ими эпоксидных материалов. 

Согласно полученным экспериментальным 
данным, модификация эпоксидной смолы сое-
вым маслом обусловливает повышение дыха-
тельной активности почвенного микробиоценоза 
в 1,8 раза по сравнению с дыхательной активно-
стью почвы в присутствии немодифицированной 
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эпоксидной смолы. Это свидетельствует о том, 
что это растительное масло также используется 
в качестве питательного субстрата [10].  

Полученные результаты согласуются с лите-
ратурными данными об использовании группами 
микроорганизмов Aspergillus niger, Penicillium, 
Endomycopsis fibuligera растительных масел в 
качестве субстрата [10].  

Интересно отметить, что МКД в значительно 
большей степени увеличивает биодеградируе-
мость эпоксидных материалов при захоронении 
в почве по сравнению с соевым маслом. Это 
связано с наличием в его составе большего ко-
личества ненасыщенных жирных кислот. Дей-
ствительно, литературные данные указывают на 
большее биоразложение соединений с двойны-
ми связями в молекуле [17, 18]. При этом ис-
пользование в качестве модифицирующей до-
бавки эпоксидированного соевого масла обу-
славливает увеличение выделения углекислого 
газа в 2,6 раза, что коррелирует с данными, 
представленными на рис. 1, эпоксидирование 

соевого масла делает его более доступным в 
качестве субстрата. 

Следует отметить, что эффект эпоксидиро-
вания СМ в большей степени оказывает влияние 
на биодеградируемость модифицированных им 
эпоксидных материалов, чем самого модифика-
тора. 

Использование в качестве модифицирующей 
добавки смеси соевого масла с олеиновой кис-
лотой увеличивает дыхательную активность 
почвенного микробиоценоза в 4 раза по сравне-
нию с немодифицированным материалом (см. 
рис. 2). Это также коррелирует с данными по би-
одеградируемости этой смеси (см. рис 1) и еще 
раз подтверждает положительное влияние нена-
сыщенных жирных кислот на биоразложение 
эпоксидных материалов. 

Результаты оценки грибостойкости исследу-
емых эпоксидных материалов по степени разви-
тия плесневелых грибов рода Trichoderma пред-
ставлены в табл. 1. 

 
Таблица 1. Грибостойкость отвержденных АФ-2 эпоксидных материалов, модифицированных маслом каучуково-

го дерева и его производными 
Table 1. Fungal resistance of AF-2 cured epoxy materials modified with rubber tree oil  

and its derivatives 
 

Образец 
Средний 

балл 
Характеристика Внешний вид 

Немодифицированная 
композиция 

1 
Под микроскопом виден слабо развитый мице-

лий белого цвета 

 

Модифицированная МКД 3 
Невооруженным глазом отчетливо видно разви-

тие грибов. Видны споры зеленого 
и белого цвета по всей поверхности образца 

 

Модифицированная 
ЭМКД 

2 
Виден зеленый мицелий в большей степени по 
краям образца. Под микроскопом виден слабо 

развитый мицелий белого цвета 

 

Модифицированная 
ЦКЭМКД 

3 
Невооруженным глазом виден мицелий зелено-

го цвета 

 

Примечание. Содержание модификаторов 10 мас.ч на 100 мас.ч ЭД-20
1
. 

 
   

1
Sierra G. A Simple method for the detection of lipolytic activity of microorganisms and some observations on the in-

fluence of the contact between cells and fatty substrates // Antonie van Leeuwenhoek. 1957. Vol. 23. P. 15–22. 



Готлиб Е.М., Вдовина Т.В., Ямалеева Е.С. Повышение биоразлагаемости … 
Gotlib E.N., Vdovina T.V., Yamaleeva E.S. Increasing the biodegradability … 

 

 

704 
 

ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 
 

  
 

Согласно представленным результатам, немо-
дифицированная эпоксидная смола характеризу-
ется высокой грибостойкостью, так как лишь при 
микроскопировании было обнаружено незначи-
тельное обрастание ее плесневелыми грибами 
рода Trichoderma [10]. При этом модификация МКД 
и его эпоксидированной производной увеличивает 
балл, отражающий степень деградации материа-
лов под воздействием грибов, с 1 до 3 и 2 соответ-
ственно. Таким образом, имеет место увеличение 
биодеградируемости эпоксидных материалов под 
действием микромицетов, проявляющееся в боль-
шей степени при применении в качестве модифи-
катора МКД (см. табл. 1). 

Модификация ЦКЭМКД обуславливает гри-
бостойкость в 3 балла. Это означает, что при 
визуальном наблюдении мицелий и споры слабо 
видны, но при микроскопировании наблюдается 
их развитие [19]. Следовательно, этот модифи-
катор также обуславливает рост биоразложения 
эпоксидных материалов. 

Проводя сравнение данных по дыхательной 
активности почвы и оценке грибостойкости эпок-
сидных материалов в зависимости от их состава, 
можно говорить о том, что образцы, модифици-
рованные МКД, используются микроорганизмами 
в качестве субстрата и являются биодоступными 

для них. 
В табл. 2. представлены результаты оценки 

степени развития грибов рода Trichoderma на 
образцах эпоксидных материалов, модифициро-
ванных соевым маслом и его эпоксидированной 
производной. 

На основании полученных эксперименталь-
ных данных, представленных в табл. 2, можно 
сделать заключение, что модификация СМ не 
увеличивает биодеградируемость эпоксидных 
материалов под действием мицеальных грибов 
по сравнению с немодифицированным полиме-
ром в отличие от МКД (см. табл. 1).  

В то же время ЭСМ повышает биоразложе-
ние по сравнению с модификацией СМ. В этом 
случае средний балл 3, то есть на том же 
уровне, что для композиций с МКД и циклокар-
бонатом на его основе. 

Подобные результаты наблюдаются и при 
определении дыхательной активности почвы 
(см. рис. 2). ЭСМ показало лучший результат по 
биодеградируемости под действием мицеальных 
грибов по сравнению с немодифицированной 
эпоксидной смолой, а также эпоксидной смолой, 
модифицированной СМ. Этот показатель дости-
гается на уровне эпоксидной композиции, моди-
фицированной МКД [20]. 

 

Таблица 2. Грибостойкость отвержденных АФ-2 эпоксидных материалов, модифицированных соевым маслом и 

эпоксидированным соевым маслом 
Table 2. Fungal resistance of AF-2 cured epoxies modified with soybean oil and epoxidized soybean oil 
 

Образец Средний балл Характеристика Внешний вид 

СМ 1 Под микроскопом виден слабо развитый мицелий 

 

ЭСМ 3 
Невооруженным глазом видны споры  
и мицелий зеленого и черного цвета,  

рост не очень активный 

 
Примечание. Содержание модификаторов 10 мас.ч на 100 мас.ч ЭД-20

1
. 

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Показано, что эпоксидная смола и аминофе-

нольный отвердитель не используются микроор-
ганизмами почвы в качестве субстрата. Но при 
этом как соевое, так и масло каучукового дерева 
и их функционализированные производные яв-
ляются биодоступными для них. 

Установлено, что из всех исследованных ва-

риаций составов наибольшей биоразлагаемо-
стью характеризуются эпоксидные материалы, 
модифицированные маслом каучукового дерева 
и смесью соевого масла с олеиновой кислотой. 
Следовательно, наличие в рецептуре эпоксид-
ных композиций ненасыщенных жирных кислот 
ускоряет их биоразложение в почве после окон-
чания срока службы. 
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Биосинтез экзополисахаридов почвенными бактериями 
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на питательной среде с мелассой 
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Резюме: Бактериальные экзополисахариды с влагоудерживающими и цементирующими свойства-
ми играют очень важную роль в формировании и стабилизации почвенных агрегатов, регулирова-
нии питательных веществ и потока воды через корни растений, снижении солевого стресса в 
растениях. При внесении в почву бактерий, продуцирующих экзополисахариды, растения более 
устойчивы к водному стрессу благодаря улучшению структуры и значительному накоплению про-
лина, сахаров и свободных аминокислот в условиях дефицита воды. Целью настоящей работы яв-
лялось определение эффективности биосинтеза экзополисахаридов почвенными бактериями 
Paenibacillus mucilaginosus при культивировании на питательной среде, приготовленной на основе 
мелассы. В экспериментах использованы продуценты экзополисахаридов – штаммы бактерий 
Р. mucilaginosus 560 и 574, предоставленные Ведомственной коллекцией непатогенных микроорга-
низмов сельскохозяйственного назначения (ФГБНУ ВНИИСХМ, Санкт-Петербург). Для определе-
ния влияния условий культивирования на синтез экзополисахаридов бактериями P. mucilaginosus 
применен метод «один фактор за один раз» (one-factor-at-a-time – OFAT). По результатам исследо-
ваний выбраны наиболее эффективный продуцент экзополисахаридов, возраст и дозы инокулята, 
оптимальные значения температуры культивирования и рН среды, источник азота и его концен-
трации, а также определены условия аэрации, влияющие на биосинтез экзополисахаридов и рост 
выбранного штамма бактерий P. mucilaginosus. Установлено, что наиболее эффективным проду-
центом экзополисахаридов является штамм P. mucilaginosus 574. Показано, что для биосинтеза 
экзополисахаридов культивирование данного штамма целесообразно и экономично проводить на 
питательной среде c 2% мелассы без дополнительного внесения минеральных веществ и азота. 
Максимальное количество экзополисахаридов может достигать 9,55 г/л в питательной среде c 
2% мелассы объемом 50 мл с добавлением 0,1% кукурузного экстракта как индуктора синтеза эк-
зополисахаридов при температуре культивирования 30±1 ºС, рН среды 6,0±0,2 с внесением 5% 
инокулята после 24 ч. инокуляции. Полученные результаты исследований рекомендуется исполь-
зовать при создании технологии производства микробиологических удобрений. 
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Abstract: Bacterial exopolysaccharides exhibiting water-retaining and cementing properties play an essen-
tial role in such processes as the formation and stabilization of soil aggregates, regulation of nutrients and 
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water flow through plant roots, as well as reduction of salt stress in plants. When bacteria producing exopoly-
saccharides are introduced into a soil, plants become more resistant to water stress due to improved struc-
ture and significant accumulation of proline, sugars and free amino acids under the conditions of water defi-
ciency. In this work, we set out to determine the efficiency of exopolysaccharide biosynthesis by the soil bac-
teria Paenibacillus mucilaginosus when cultivated on a nutrient molasses medium. The bacterial strains P. 
mucilaginosus 560 and 574 provided by the Departmental collection of non-pathogenic microorganisms for 
agricultural purposes (All-Russia Research Institute for Agricultural Microbiology, St. Petersburg) were used 
as exopolysaccharide producers. In order to determine the influence of cultivation conditions on the synthesis 
of exopolysaccharides by P. mucilaginosus, the one-factor-at-a-time (OFAT) method was used. On the basis 
of the obtained results, we determined the most effective producer of exopolysaccharides, the age and dose 
of the inoculum, the optimal values of the cultivation temperature and medium pH, the source of nitrogen and 
its concentration, as well as the aeration conditions affecting exopolysaccharide biosynthesis and the growth 
of the selected bacterial strain P. mucilaginosus. It was established that the P. mucilaginosus 574 strain is 
the most effective producer of exopolysaccharides. It was shown that the biosynthesis of exopolysaccharides 
is most effective and economical upon the cultivation of P. mucilaginosus 574 on a nutrient medium contain-
ing 2% molasses without addition of minerals and nitrogen. The maximum amount of exopolysaccharides 
can reach 9.55 g/L on a nutrient medium containing 2% molasses at a volume of 50 ml with the addition of 
0.1% corn extract as an inducer of exopolysaccharide synthesis at a cultivation temperature of 30±1 ºС, a 
medium pH of 6.0±0.2 with the introduction of 5% inoculum after 24 hours of inoculation.  The obtained re-
search results are recommended for use when creating new technologies for the production of microbiologi-
cal fertilizers.  
 

Keywords: molasses, Paenibacillus mucilaginosus, exopolysaccharides, cultivation conditions 
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ВВЕДЕНИЕ 
На глазах современных людей происходит 

изменение климата, что приводит к глобальному 
потеплению и сопровождается снижением коли-
чества выпадающих осадков, и, соответственно, 
увеличивается площадь орошаемых посевных 
угодий [1]. Как правило, почвы, богатые множе-
ством питательных веществ, имеют не благо-
приятную для растений структуру, плохо удер-
живают воду и питательные вещества, быстро 
высыхают, при этом питательные вещества в 
этих почвах находятся в недоступной форме для 
растения. Применение известных агротехниче-
ских методов обработки подобной почвы, в том 
числе орошение и внесение минеральных удоб-
рений, не дает положительных результатов, яв-
ляется экономически неэффективным и даже 
экологически опасным.  

В складывающейся ситуации использования 
сельскохозяйственных угодий в связи с необхо-
димостью соблюдения экологической безопасно-
сти при воспроизводстве сельскохозяйственных 
культур для повышения плодородия и урожайно-
сти почвы все чаще вместо минеральных удоб-
рений применяются бактериальные препараты, 
изготавливаемые на основе различных штаммов 
микроорганизмов или их метаболитов, известных 
как ризобактерии, способствующих росту расте-
ний (plant growth-promoting rhizobacteria – PGPR). 
Ризобактерии улучшают рост корней, тем самым 
повышают доступность микроэлементов к кор-
ням растений [2]. Кроме того, PGPR повышают 

эффективность использования воды и увеличи-
вают водопоглощающую способность корней в 
условиях дефицита воды [3]. 

Продукты метаболизма ризобактерий также 
влияют на физиологические процессы в расте-
ниях [4]. В частности, экзополисахаиы (ЭПС), вы-
деляемые бактериями, оказывают существенное 
влияние на различные свойства почвы и урожай-
ность растений. Продуцентами ЭПС являются ри-
зобактерии видов Rhizobium, Pseudomonas, Xan-
thomonas, Paenibacillus и др. [5–8]. ЭПС обладают 
уникальными влагоудерживающими и цементи-
рующими свойствами, поэтому они играют жиз-
ненно важную роль в формировании и стабили-
зации почвенных агрегатов, регулировании пита-
тельных веществ и потока воды через корни рас-
тений [9, 10]. Более того, ЭПС обеспечивают 
усвоение питательных веществ растением и по-
следующее увеличение роста растений. Отме-
чено, что ЭПС замедляют диффузию кислорода 
в клетку и, соответственно, защищают нитроге-
назу в условиях кислородного стресса, а также 
участвуют во взаимодействии бактерий с расте-
ниями [11, 12]. Бактериальные ЭПС помогают 
снизить солевой стресс в растениях благодаря 
связыванию ионов Na

+
 в корнях, при этом накоп-

ление в растениях ионов Na
+
 уменьшается [13]. 

При внесении в почву бактерий, продуцирующих 
ЭПС, растения больше накапливают пролина, 
сахаров и свободных аминокислот в условиях 
дефицита воды [14]. Показано, что внесение в 
почву бактерий Azospirillum, синтезирующих 

https://doi.org/10.21285/2227-2925-2020-10-4-708-718
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ЭПС, растения более устойчивы к водному 
стрессу благодаря улучшению структуры и бла-
гоприятному для растений агрегатному состоя-
нию почвы [15].  

Факторами, которые потенциально могут 
влиять на синтез ЭПС бактериями, являются со-
став питательной среды, особенно источники 
углерода и азота, а также такие параметры, как 
pH, температура и время инкубации.  

Целью настоящей работы являлось опреде-
ление эффективности биосинтеза ЭПС почвен-
ными бактериями Р. mucilaginosus при культиви-
ровании на питательной среде, приготовленной 
из мелассы.  

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
В работе использовали штаммы бактерий 

Paenibacillus mucilaginosus 560 и 574, предостав-
ленные Ведомственной коллекцией непатоген-
ных микроорганизмов сельскохозяйственного 
назначения (ВНИИ сельскохозяйственной мик-
робиологии, г. Санкт-Петербург). 

Для определения перспективного штамма из 
взятых культур проводили глубинное культивиро-
вание обоих штаммов бактерий Р. mucilaginosus на 
питательной среде Александрова следующего со-
става, %: меласса – 2; NaCl – 0,02; К2HPO4 – 0,2; 
MgSO4·7H2O – 0,05; CaCО3 – 0,01 [16]. Питатель-
ную среду стерилизовали в автоклаве при темпе-
ратуре 120±1 ºС и избыточном давлении 1 атм в 
течение 20 мин. Культивирование проводили в 
колбах Эрленмейера 250 мл объемом среды 
100 мл при температуре 30±1 ºC и непрерывном 
перемешивании со скоростью 200 об./мин на шей-
кере инкубатора ЕS-20 в течение 3-х суток. 

Для определения влияния условий культиви-
рования (концентрации субстрата, рН среды, 
температуры, источника азота, его концентра-
ции, возраста и дозы посевного материала, 
аэрации) на рост и продуктивность ЭПС, синте-
зируемых бактериями P. mucilaginosus, исполь-
зовали метод «один фактор за один раз» (one-
factor-at-a-time – OFAT). Метод основан на варь-
ировании одного фактора в то время как другие 
переменные факторы фиксируются [17].  

В качестве источника углерода использовали 
мелассу, содержание которой в питательной 
среде варьировалось от 1 до 4%. Для определе-
ния влияния рН среды проводили корректировку 
питательной среды, приготовленной из мелассы, 
гидроксидом калия от 6 до 9. При инкубировании 
варьировали температуру от 25 до 35 ºС.  

В качестве источника азота использовали 
неорганические вещества (NH4NO3, (NH4)2SO4), 
органические источники азота (дрожжевой экс-
тракт, пептон, бетафин, кукурузный экстракт, 
карбамид), концентрация которых в питательной 
среде составляла 0,1%. Концентрация наилуч-
шего источника азота в питательной среде варь-
ировалась: 0,02; 0,1; 0,2; 0,3 и 0,4%. Контроль-

ный опыт проводили без внесения в среду азот-
содержащих веществ. 

Посевной материал готовили в колбах инку-
бированием в течение 12, 24, 36, 48 ч и задавали 
в дозах 2, 5, 7, 10%.  

Для определения влияния аэрации в колбы 
вместимостью 250 мл задавали питательную 
среду начальным объемом 50, 100, 150 мл, что 
соответствует отношению объема воздуха к 
объему среды 4:1; 1,5:1; 0,67:1 соответственно. 

Рост исследуемых бактерий оценивали по 
таким критериям, как удельная скорость роста, 
время генерации и выход биомассы и ЭПС, ко-
торые рассчитывали согласно методике, реко-
мендованной в работе [18]. Количество биомассы 
бактерий определяли гравиметрическим методом 
после высушивания на влагомере «МХ-50». Син-
тез ЭПС оценивали косвенно по значению вязко-
сти культуральной жидкости, которая определя-
лась на вискозиметре Vibro SV-10A. Количество 
ЭПС определяли гравиметрическим методом, 
для этого ЭПС выделяли и очищали осаждением 
трехкратным объемом изопропанола с дальней-
шим центрифугированием и высушиванием. 

В супернатанте после 72 ч глубинного куль-
тивирования бактерий P. mucilaginosus опреде-
ляли активность β-фруктофуранозидазы мето-
дом, изложенным в работе [19]. Остаточное со-
держание редуцирующих веществ (РВ) в супер-
натанте определяли с использованием 3,5–ди-
нитросалициловой кислоты после гидролиза не 
усвоенных бактериями углеводов концентриро-
ванной серной кислотой с соотношением 1:1, 
методика определения которого приведена в 
работе [20]. 

Эксперименты проводили в трех биологиче-
ских и аналитических повторностях, полученные 
результаты статистически обрабатывались с ис-
пользованием стандартного пакета программы 
Excel 2010 и программы Prism 7. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Экспериментально установлено, что самыми 

перспективными продуцентами с высоким выхо-
дом биомассы и ЭПС при культивировании на 
питательной среде, содержащей сахарозу, явля-
лись штаммы бактерий P. mucilaginosus 560 и 
574 [21, 22]. Для получения более дешевой и 
эффективной питательной среды вместо ком-
мерческих сахаров был выбран отход сахарного 
производства – меласса, как один из наиболее 
доступных, эффективных углеродных субстра-
тов. Преимуществами мелассы являются ее низ-
кая стоимость, простота хранения. Помимо зна-
чительной доли сахара в ней содержатся раз-
личные соли, микроэлементы, аминокислоты и 
витамины, которые обеспечивают рост микроор-
ганизмов [23]. 

В  таблице  показано,  что  с сопоставимыми 
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Ростовые параметры, количество биомассы и ЭПС двух штаммов бактерий P. mucilaginosus  

560 и 574 при культивировании на питательной среде, содержащей 2% мелассы 
 

Growth parameters, biomass and EPSs of two strains P. mucilaginosus 560 and P. mucilaginosus 574  
when cultivated on nutrient medium containing 2% molasses 
 

Показатель P. mucilaginosus 560 P. mucilaginosus 574 

Удельная скорость роста, ч
-1

 0,13±0,03 0,12±0,03 
Время генерации, ч 5,37±1,33 5,84±1,60 
Количество биомассы, г/л 0,85±0,02 1,71±0,03 
Количество ЭПС, г/л 4,20±0,13 5,02±0,15 
Активность β-фруктофуранозидазы, ед./мл 0,33±0,01 0,84±0,01 

 
значениями времени генерации и удельной ско-
рости роста количества биомассы и ЭПС, синте-
зируемых штаммом P. mucilaginosus 574, соот-
ветственно в 2 и 1,2 раза больше по сравнению с 
количеством биомассы и ЭПС, синтезируемых 
штаммом P. mucilaginosus 560. Это может быть 
связано со способностью синтеза продуцентом 
фермента β-фруктофуранозидазы, гидролизую-
щей сахарозу в мелассе, и усвоением субстрата 
индивидуальными штаммами. Это подтвержда-
ется и более высокой активностью β-фрукто-
фуранозидазы штамма P. mucilaginosus 574.  

Следует отметить, что в первые 48 ч культи-
вирования обоих рассматриваемых штаммов 
бактерий P. mucilaginosus происходит изменение 
рН среды в сторону подкисления среды из-за 
накопления органических кислот в ней. К концу 
культивирования штамма P. mucilaginosus 560 
наблюдается незначительное повышение рН 
среды – от 5,7 до 6,0. При этом рН среды интен-
сивно поднимается – от 5,6 до 6,9 – при культи-
вировании штамма P.mucilaginosus 574. Увели-
чение рН среды может быть обусловлено изме-
нением состава органических и неорганических 
веществ, присутствующих в мелассе, которые 
ассимилируются бактериями, а также продукта-
ми метаболизма, синтезируемыми этими бакте-
риями при культивировании [23] (рис. 1). 

Полученные результаты исследований пока-
зали, что штамм P. mucilaginosus 574 при куль-
тивировании на питательной среде из мелассы 
является более перспективным продуцентом 
ЭПС с высоким выходом биомассы. 

Известно, что концентрация субстрата явля-
ется одним из лимитирующих факторов роста 
микроорганизмов. В настоящем исследовании 
определялось влияние концентрации мелассы 
на рост и синтез ЭПС штаммом P. mucilaginosus 
574. На рис. 2, а показана зависимость удельной 
скорости роста штамма P. mucilaginosus 574 от 
концентрации мелассы в среде. Отмечено, что 
максимальная удельная скорость роста иссле-
дуемого штамма достигает µмак. = 0,12 ч

-1
 при 

концентрации мелассы 1% и в дальнейшим не-
значительно снижается в рассматриваемом диа-
пазоне концентрации мелассы. 

Кроме того, отмечено, что с повышением со-
держания мелассы в среде количество биомассы 
увеличивается. Максимальное количество био-

массы достигало 4 г/л при культивировании 
штамма P. mucilaginosus 574 на питательной 
среде с 4% мелассы. Однако максимальное ко-
личество ЭПС (5,0 г/л), соответственно макси-
мальная вязкость культуральной жидкости, 
наблюдалось при культивировании на среде с 
2% мелассы. Содержание мелассы выше 2% в 
среде ингибирует синтез ЭПС (рис. 2, b). Полу-
ченные результаты сопоставимы с данными, 
приведенными в работах [24, 25], где установле-
но, что содержание 2% мелассы в питательной 
среде является оптимальным для синтеза ЭПС 
бактериями Azotobacter с получением 7,5 г/л 
ЭПС, Bacillus subtilis – с получением 4,86 г/л 
ЭПС.  

 

 
 
Рис. 1. Изменение рН среды при культивировании  
штаммов бактерий P. mucilaginosus 560 и 574  
на питательной среде с 2% мелассы при температуре 
30±1 ºC и непрерывном перемешивании  
со скоростью 200 об./мин на шейкере инкубатора ЕS-20  
в течение 3 суток 
 

Fig. 1. Medium pH change during cultivation of two strains  
of bacteria P. mucilaginosus 560 and 574  
on nutrient medium with 2% molasses at temperature 
30±1 ºC and continuous stirring  
at speed of 200 rpm on incubator shaker ES-20 for 3 days 

 
Определение влияния температуры на рост и 

синтез ЭПС штаммом P. Mucilaginosus 574 про-
водили на питательной среде с 2% мелассы. 
Температуру культивирования варьировали в 
диапазоне от 25 до 35 º с интервалом 5 º.  

Установлено, что оптимальной для синтеза 
ЭПС является температура 30 ºС, на что указы-
вает высокая вязкость культуральной жидкости. 
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Эта температура способствует и лучшему росту 
исследуемых бактерий. При повышении темпе-
ратуры культивирования до 35 ºС происходит 
снижение синтеза биомассы в 2,3 раз, а ЭПС – в 
8,6 раз по сравнению с оптимальной температу-
рой культивирования 30 ºС. Аналогично, при 
снижении температуры культивирования до 
25 ºС синтез биомассы уменьшается в 1,7 раз, 
ЭПС – в 1,9 раза по сравнению с оптимальной 
температурой культивирования (рис. 3, а). 

Кроме температуры на рост и синтез ЭПС 
штаммом P. mucilaginosus 574 также существен-
но влияет рН среды. Исследование проводилось 
при оптимальной температуре при корректиров-
ке рН среды с гидроксидом кальция от 6 до 9. В 
качестве контроля использовали питательную 
среду без корректировки рН среды со значением 
6,0±0,2. Показано, что при рН = 9 рост рассмат-

риваемых штаммов не наблюдается. В диапа-
зоне рН от 6 до 8 штамм P. mucilaginosus 574 
эффективно растет при культивировании на пи-
тательной среде из мелассы при нейтральном 
значении рН = 7. Однако эффективный синтез 
ЭПС происходил под действием стрессовых 
факторов при изменении рН среды в более кис-
лую или щелочную среду. В частности, макси-
мальное количество ЭПС накапливалось в сла-
бокислой питательной среде при рН = 6 
(рис. 3, b). 

При оптимальных условиях культивирования 
(T = 30 ºС, рН = 6,0±0,2) проводили определение 
влияния источника азота и его концентрации на 
рост и синтез ЭПС штаммом P. mucilaginosus 574 
(рис. 4). В качестве источников азота были вы-
браны как минеральные соли, так и органические 
вещества.  

 

  
а b 

 

Рис. 2. Влияние концентрации мелассы в питательной среде на кинетику роста (а) 
и синтез продуктов метаболизма (b) штаммом 574 бактерий P. mucilaginosus 

 

Fig. 2. Influence of molasses concentration in the nutrient medium on the growth kinetics (a) 
and the productivity of metabolic products (b) of strain P. mucilaginosus 574 

 

  
a b 

Рис. 3. Влияние температуры культивирования (а) и рН среды (b) на рост и синтез ЭПС 
штаммом P. mucilaginosus 574 

 

Fig. 3. Influence of the cultivation temperature (a) and medium pH (b) on the growth and synthesis 
of EPS by strain P. mucilaginosus 574 
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a b 

 

Рис. 4. Влияние источника азота (а) и его содержания (b) на синтез биомассы и ЭПС штамма P. mucilaginosus 574.  
На рис. 4, а: 1 – без источника азота; 2 – без источников минеральных солей и азота;  

3 – NH4NO3; 4 – (NH4)2SO4; 5 – дрожжевой экстракт; 6 – одновременное присутствие (NH4)2SO4 и дрожжевого экстракта; 
7 – пептон; 8 – бетафин; 9 – кукурузный экстракт; 10 – карбамид 

 

Fig. 4. Influence of the nitrogen sources (a) and its’ concentration (b) on the biomass and EPS synthesis  
by strain 574 P. mucilaginosus. In fig. 4, a:  

1 – without nitrogen sources; 2 – without mineral salts and nitrogen sources; 3 – NH4NO3; 4 – (NH4)2SO4; 5 – yeast extract;  
6 – (NH4)2SO4 and yeast extract mixture;  

7 – peptone; 8 – betafin; 9 – corn extract; 10 – carbamide 

 

Наблюдается интенсивность синтеза ЭПС 
рассматриваемым штаммом при культивирова-
нии на питательной среде, приготовленной из 
мелассы без дополнительных источников мине-
ральных солей и азота (среда 2, рис. 4, а), по-
скольку в стрессовых условиях (при избытке са-
харозы и недостаточном количестве азота) син-
тез ЭПС стимулируется. Следовательно, содер-
жание питательных веществ в мелассе является 
достаточным для нормальной жизнедеятельно-
сти и синтеза ЭПС исследуемого штамма бакте-
рии. Дополнительное внесение источника азота 
в питательную среду существенно влияет на 
рост исследуемого штамма бактерии по сравне-
нию с контролем (среда 1, рис. 4, а). Наилучшим 
источником азота для синтеза биомассы служил 
пептон, который способствовал увеличению ко-
личества биомассы в 2 раз по сравнению с кон-
тролем (среда 1).  

Из результатов, представленных на рис. 4, 
видно, что внесение в среду бетафина и кукуруз-
ного экстракта способствует синтезу ЭПС штам-
мом 574 P. mucilaginosus. Это, возможно, связа-
но с содержанием в бетафине и кукурузном экс-
тракте углеводов, которые стимулируют синтез 
ЭПС. Максимальная концентрация синтезируе-
мых ЭПС достигала 9,55 г/л при внесении в сре-
ду кукурузного экстракта в количестве 0,1%, что 
в 2 раза больше по сравнению с контролем (см. 
среда 1, рис. 4, а) и в 1,5 раза больше при куль-
тивировании исследуемого штамма на среде, 
содержащей 2% мелассы и без дополнительных 
источников минеральных солей и азота (среда 2, 
рис. 4, а). По-видимому, это связано с содержа-

нием в кукурузном экстракте индукторов синтеза 
ЭПС. При дальнейшем повышении содержания 
кукурузного экстракта в среде создаются благо-
приятные условия для роста продуцента, в ре-
зультате которого количество биомассы увели-
чивается, а синтез ЭПС снижается (рис. 4, b). 
Ранее также было установлено, что кукурузный 
экстракт является наиболее благоприятным ис-
точником азота для биосинтеза ЭПС бактериями 
Bacillus megaterium [26], дрожжами Aureo-
basidium pullulans RBF 4A3 [27] и грибами Agari-
cus nevoi, Inonotus levis HAI 796 и Phellinus ro-
bustus [28].  

Исследовано влияние возраста и дозы ино-
кулята на синтез биомассы и ЭПС рассматрива-
емого штамма (рис. 5). Установлено, что с уве-
личением возраста инокулята количество био-
массы исследуемым штаммом повышается, при 
этом количество синтезируемых ЭПС снижается 
(рис. 5, а). Отмечено незаметное влияние дозы 
инокулята на синтез биомассы штаммом 
P. mucilaginosus 574. Максимальная концентра-
ция ЭПС (9 г/л) и биомассы (0,4 г/л) наблюда-
лась при возрасте инокулята 24 ч (начальная 
лог-фаза, рис. 5, а) с внесением 5% инокулята 
(рис. 5, b).  

При исследовании влияния аэрации на про-
дуктивность штамма P. mucilaginosus 574 пока-
зано, что максимальное количество биомассы (2 
г/л) и ЭПС (9,6 г/л), синтезируемых продуцентом 
P. mucilaginosus 574, наблюдается в условиях 
аэрации, при которых отношение объема возду-
ха к объему среды составляет 4:1 (рис. 6, а). По-
лученные результаты соответствуют результа-
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там культивирования штаммом Paenibacillus sp. 
TKU023 [29]. Обнаружено, что в условиях интен-
сивной аэрации бактерии рода Paenibacillus 
быстро растут и синтезируют значительное ко-
личество метаболитов. При этом количество 
биомассы и ЭПС при соотношении объема воз-
духа к объему среды 4:1 соответственно в 2,6 и 
6,6 раза больше по сравнению с соотношением 
объема воздуха к объему среды 1,5:1 и 0,67:1. 

В связи с улучшением условий аэрации в 
среде рассматриваемый штамм может утилизи-

ровать до 96% углеводов мелассы. Ухудшение 
утилизации субстрата при снижении отношения 
объема воздуха к объему среды может быть свя-
занно с недостатком растворенного в среде кис-
лорода или недостаточной аэрацией для полной 
утилизации углеводов мелассы. Вследствие 
полной утилизации сахара при соотношении 
объема воздуха к объему среды 4:1 число клеток 
достигает 6•10

8 
КОЕ/мл и синтез ЭПС увеличи-

вается до 9,55 г/л (рис. 6, b). 

 

  
a b 

 

Рис. 5. Влияние возраста инокулята (а) и его дозы (b):  
1 – без инокулята (контроль); 2 – 2% инокулята; 3 – 5% инокулята; 4 – 7% инокулята;  

5 – 10% инокулята на синтез биомассы и ЭПС штамма P. mucilaginosus 574 
 

Fig. 5. Influence of inoculum age (a) and inoculum dosage (b):  
1 – without inoculum; 2 – 2% inoculum; 3 – 5% inoculum; 4 – 7% inoculum;  

5 – 10% inoculum on the biomass and EPS synthesis of strain P. mucilaginosus 574 

 

  
a b 

 

Рис. 6. Зависимость синтезируемых биомассы и ЭПС (а), числа колониеобразующих единиц 
и потребления субстрата РВ (b) штамма P. mucilaginosus 574 от отношения объема воздуха к объему среды 

 

Fig. 6. Relationship between synthesized biomass and EPS (a), colony-forming units number 
and reducing sugars consumption (b) of strain P. mucilaginosus 574 and ratio of air volume with nutrient medium volume 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
1. Установлено, что эффективным продуцен-

том экзополисахаридов при культивировании на 

питательной среде из мелассы является штамм 
P. mucilaginosus 574.  

2. Показано, что эффективный синтез ЭПС 
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штаммом Р. mucilaginosus 574 проходит на пита-
тельной среде из мелассы без дополнительного 
внесения минеральных веществ и азота. Это 
указывает на экономическую целесообразность 
использования мелассы без дополнительного 
внесения минеральных веществ и азота для 
культивирования Р. mucilaginosus 574. 

3. Выявлено, что для биосинтеза ЭПС куль-
тивирование штаммом P. mucilaginosus 574 це-
лесообразно проводить на питательной среде, 
содержащей 2% мелассы при температуре куль-

тивирования 30±1 ºС и рН среды, равной 6,0±0,2, 
с добавлением 0,1% кукурузного экстракта в ка-
честве индуктора. Максимальная концентрация 
ЭПС, которая была получена с внесением 5% 
инокулята после 24 ч инокуляции при отношении 
объема воздуха к объему среды 4:1, составила 
9,55 г/л.  

Результаты проведенных исследований ре-
комендуется использовать при создании техно-
логии производства микробиологических удоб-
рений. 
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Исследование влияния нефти на биологическую  
активность черноземной почвы 

 

© Е.Ю. Руденко 
 

Самарский государственный технический университет, г. Самара, Российская Федерация 
 

Резюме: Изучено воздействие нефти на микроорганизмы и ферментативную активность черно-
земной почвы. Исследования проводили на черноземе оподзоленном среднесуглинистом Самарской 
области, используя высокосернистую нефть средней плотности. На 1 кг почвы вносили 10,00 г 
(1%), 30,00 г (3%) или 50,00 г (5%) нефти. Результаты исследований показали, что среди абори-
генной микробиоты почвы имеется большое разнообразие родов микроорганизмов, способных 
окислять и отдельные углеводороды, и сырую нефть в целом. Наибольшую активность при де-
градации как отдельных углеводородов, так и сырой нефти в целом проявили бактерии родов 
Acinetobacter, Bacillus, Mycobacterium, Pseudomonas, Streptomyces, мицелиальные грибы родов As-
pergillus, Penicillium и дрожжи рода Candida. При свежем загрязнении нефтью наблюдалось повыше-
ние численности бактерий, использующих органические формы азота, актиномицетов, грибов, 
углеводородокисляющих микроорганизмов, также отмечена тенденция к увеличению численности 
автохтонных микроорганизмов, участвующих в минерализации гумусовых веществ. Через 3 меся-
ца исследований было выявлено снижение численности бактерий, использующих органические 
формы азота, и актиномицетов; численность грибов больше всего снижается при внесении в 
почву 3 и 5% нефти, а численность автохтонных микроорганизмов, участвующих в минерализа-
ции гумусовых веществ, и углеводородокисляющих микроорганизмов возрастает при повышении 
степени нефтяного загрязнения. Угнетение различных групп микроорганизмов путем физическо-
го или токсического воздействия углеводородов сырой нефти может быть причиной снижения 
активности различных ферментов черноземной почвы. Углеводороды нефти подавляют актив-
ность полифенолоксидазы, каталазы, инвертазы, фосфатазы и липазы черноземной почвы, но 
незначительно стимулируют активность ее пероксидазы. Уменьшение коэффициента гумифика-
ции свидетельствует о преобладании процессов окисления гумусовых веществ над превращения-
ми органических соединений ароматического ряда в компоненты почвенного гумуса, а также об 
уменьшении плодородия почвы в результате ее загрязнения углеводородами сырой нефти.  
 

Ключевые слова: черноземная почва, загрязнение, нефть, микроорганизмы, ферменты. 
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Effects of crude oil on the biological activity 
of chernozem soils 

 

Elena Yu. Rudenko 
 

Samara State Technical University, Samara, Russian Federation 
 

Abstract: The article investigates the effect of crude oil on soil microorganisms and the enzymatic activity of 
chernozem soils.  Experiments were carried out on podzolized medium loamy chernozem in the Samara re-
gion using high-sulphur crude oil of medium density. Per 1 kg of soil, 10.00 g (1%), 30.00 g (3%) and 50.00 g 
(5%) of oil were applied. According to the obtained results, the native soil microbiota contains a wide variety 
of microorganisms capable of oxidizing both individual hydrocarbons and crude oil in general. Bacteria of the 
Acinetobacter, Bacillus, Mycobacterium, Pseudomonas and Streptomyces genera, filamentous fungi of the 
Aspergillus and Penicillium genera, as well as Candida yeast showed the greatest activity in the degradation 
of both individual hydrocarbons and crude oil in general. The soils freshly polluted with oil demonstrated an 
increase in the number of bacteria that consume organic forms of nitrogen, actinomycetes, fungi and hydro-
carbon-oxidizing microorganisms. In addition, a growing trend in the number of autochthonous microorgan-
isms participating in the mineralization of humic substances was observed. Following 3 months of experi-
ments, a decrease in the number of bacteria consuming organic forms of nitrogen and actinomycetes was 
revealed. The number of fungi showed the most pronounced decrease upon addition of 3 and 5% of oil, 
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while the number of autochthonous microorganisms participating in the mineralization of humic substances 
and hydrocarbon-oxidizing microorganisms grew with an increase in the degree of oil pollution. Inhibition of 
various microorganisms by means of physical or toxic action of hydrocarbons contained in crude oil can 
cause a decrease in the activity of enzymes present in chernozem soils. Oil hydrocarbons inhibit the activity 
of polyphenol oxidase, catalase, invertase, phosphatase and lipase present in chernozem soils, although 
slightly stimulating the peroxidase activity. A decrease in the soil humification coefficient indicates that the 
oxidation of humic substances prevail over the decomposition of organic aromatic compounds into soil hu-
mus components, as well as a decrease in soil fertility as a result of its contamination with crude oil hydro-
carbons.   
 

Keywords: chernozem soils, pollution, oil, microorganisms, enzymes 
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ВВЕДЕНИЕ 
Процессы добычи, транспортировки перера-

ботки нефти представляют серьезную опасность 
для окружающей среды в связи с большим количе-
ством аварийных ситуаций, регулярно возникаю-
щих в этих отраслях хозяйственной деятельности 
человека. В местах контаминации сырой нефтью 
или другими органическими загрязнителями наб-
людается развитие микроорганизмов, способных к 
их окислению [1–5]. Процессы разложения углево-
дородов в почвах протекают при участии фермен-
тов, выделяемых микроорганизмами. Изменение 
микробиологической и ферментативной активно-
стей является одним из показателей воздействия 
углеводородов нефти на биогеоценоз почвы [6]. 
Изучение биологической активности необходимо 
для планирования и проведения ремидиационных 
мероприятий, направленных на восстановление 
плодородия почвы. Цель настоящего исследова-
ния – изучение воздействия нефти на микроорга-
низмы и ферментативную активность черноземной 
почвы.  

 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Исследования проводили на черноземной поч-

ве (рН водной вытяжки – 7,030,20) Самарской 
области, используя высокосернистую нефть сред-
ней плотности (массовая доля серы 2,07%). В 1-й 
серии опытов на 1 кг почвы добавляли 10,00 г (1%) 
нефти, во 2-й серии – 30,00 г (3%), а в 3-й серии – 
50,00 г (5%) и инкубировали в течение 3-х месяцев 

при температуре 30,01,0 ºС. Контролем служила 
почва, не загрязненная нефтью. 

Анализ микробиологического состава биоцено-
за почвы и количественный учет различных фи-

зиологических групп микроорганизмов проводили 
на элективных питательных средах. Для выявле-
ния бактерий использовали питательный агар, ак-
тиномицетов – крахмало-аммиачный агар, грибов – 
агаризированное солодовое сусло, автохтонных 
микроорганизмов – почвенный агар

1,2
, углеводоро-

докисляющих микроорганизмов – агаризованную 
минеральную среду Маккланга

3
. На основании 

морфологических, культуральных, физиологиче-
ских и биохимических свойств, определенных 
стандартными методами, принятыми в микробио-
логической практике

1,2
, устанавливали родовую 

принадлежность выделенных штаммов микроорга-
низмов

4,5
 [7].  

Способность углеводородокисляющих микро-
организмов использовать в качестве единственно-
го источника углерода различные алканы, арома-
тические и полициклические ароматические угле-
водороды или углеводороды исследуемой сырой 
нефти в массовой концентрации 10,00 г/л (1%) ис-
следовали на минеральной среде Маккланга

3
 по-

сле инкубирования в термостате в течение 7 суток 

при температуре 30,0  1,0 С. Рост микроорганиз-
мов определяли визуально по наличию и интен-
сивности помутнения среды после инкубирования. 

Способность утилизации нефти массовой кон-
центрации 10,00 г/л (1%) чистыми культурами мик-
роорганизмов, имеющими концентрацию бел-ка 
1,00 мг/л, исследовали на среде Маккланга после 
инкубации в течение 20 суток при температуре 

30,01,0 ºС
2
. Остаточное содержание углеводоро-

дов и сырой нефти проводили методом колоноч-
ной хроматографии с УФ-спектрофотометрической 
детекцией

6
.  

   

1
Общая и санитарная микробиология с техникой микробиологических исследований: учеб. пособие; под 

ред. А.С. Лабинской, Л.П. Блинковой, А.С. Ещиной. СПб.: Лань, 2016. 588 с. 
2
Практикум по микробиологии: учеб. пособие для студентов высших учебных заведений; под ред. А.И. 

Нетрусова. М.: ИЦ «Академия», 2005. 608 с. 
3
Теппер Е.З., Шильникова В.К., Переверзева Г.И. Практикум по микробиологии: учеб. пособие для ву-

зов; 5-е изд., перераб. и доп. М.: Дрофа, 2004. 256 с. 
4
Бабьева И.П., Чернов И.Ю. Биология дрожжей: учеб. пособие. М.: Т-во науч. изд. КМК, 2004. 221 с. 

5
Watanabe T. Pictorial atlas of soil and seed fungi: Morphologies of cultured fungi and key to species. Florida: 

CRC Press, 2002. 486 p. 
6
Другов Ю.С., Родин А.А. Экологические анализы при разливах нефти и нефтепродуктов. Практическое 

руководство. М.: БИНОМ. Лаборатория знаний, 2007. 270 с. 
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Активности окислительно-восстановительных 
(каталазы, пероксидазы и полифенолоксидазы) и 
гидролитических (инвертазы, фосфатазы и липа-
зы) ферментов почвы определяли титрометри-
ческими  и колориметрическими методами [8] 
через 0,5 и 3 мес. после начала опытов. Коэф-
фициент гумификации вычисляли как отношение 
активности полифенолоксидазы к активности 
пероксидазы [9]. При расчете степени уменьше-
ния коэффициента гумификации за 100% прини-
мали коэффициент гумификации не загрязнен-
ной нефтью почвы через 0,5 мес. после начала 
опытов. 

Эксперименты проводили в трехкратной по-
вторности, исследования каждой пробы осу-
ществляли также в трех повторностях. При об-
суждении результатов учитывали статистически 
достоверные различия при р < 0,05. Математи-
ческую обработку результатов проводили с при-
менением программы Statistica.  

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ  
Проведенные исследования показали, что 

среди аборигенной микробиоты черноземной 
среднесуглинистой почвы Самарской области 
имеется большое разнообразие родов микроор-
ганизмов, способных окислять как отдельные 
углеводороды, так и сырую нефть в целом (таб-
лица). н-Алканы наиболее активно способны 
окислять бактерии рода Acinetobacter и дрожжи 
рода Candida. Из всех изученных алканов подав-
ляющее большинство микроорганизмов, выде-
ленных из черноземной почвы, могут окислять 

гексадекан. Меньше всего родов микроорганиз-
мов способны утилизировать декан и ундекан. 
Самую высокую активность в утилизации арома-
тических и полициклических ароматических уг-
леводородов проявляют бактерии родов Acineto-
bacter, Bacillus, Mycobacterium, Pseudomonas и 
мицелиальные грибы рода Aspergillus. Бактерии 
рода Alcaligenes способны утилизировать все 
изученные ароматические углеводороды, но из 
полициклических ароматических углеводородов 
они могут ассимилировать только нафталин. У 
бактерий рода Chromobacterium обнаружена 
способность использовать ароматические угле-
водороды, но не полициклические ароматиче-
ские углеводороды. Мицелиальные грибы родов 
Penicillium и Rhizoctonia способны разлагать по-
лициклические ароматические углеводороды, но 
не могут ассимилировать ароматические углево-
дороды.  

Чистые культуры бактерий и грибов, выде-
ленных из черноземной почвы, проявили высо-
кую активность при деградации сырой нефти на 
среде Маккланга (рис. 1). 

Аборигенные микроорганизмы черноземной 
среднесуглинистой почвы Самарской области 
показали высокую степень деградации нефти 
при инкубировании загрязненной почвы в тече-
ние трех месяцев в лабораторном опыте. При 
среднем уровне загрязнения почвы степень де-

струкции нефти составила 57,761,73%, при вы-

соком – 66,691,67%, а при очень высоком – 

73,442,20%. 

 

Микроорганизмы почвы, способные ассимилировать углеводороды 
Soil microorganisms capable to assimilate hydrocarbons 
 

Группа 
микроорганизмов 

Род 
микроорганизмов 

Соединение массовой концентрации 10,00 г/л (1%) 

Алканы АУ ПАУ 

Нефть 
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Бактерии 

Acinetobacter  + +  + + + + + + + + + 

Alcaligenes - - - - - + + + + - + - + 

Bacillus + - - - - + + + + + + + + 

Chromobacterium - - - - - + + + + - - - + 

Corynebacterium + - - + - - - - - + - -  

Flavobacterium + + - + - - - - - + + +  

Micrococcus + - - - - - - - - - - -  

Mycobacterium + + - + - + + + + + + + + 

Pseudomonas + - - + - + + + + + + + + 

Актиномицеты Streptomyces - - - - - - - - - - + + + 

Мицелиальные 
грибы 

Aspergillus + - - - - + + + + + + + + 

Mucor - - - - - - - - - - - -  

Penicillium + - - - - - - - - + + + + 

Rhizoctonia - - - - - - - - -  +   

Rhizopus - - - - - - - - - - - -  

Trichoderma + - - - - - - - - - - -  

Дрожжи 
Candida + - +  + - - - - - - - + 

Rhodotorula + - - - - - - - - - - - + 

Примечание. АУ – ароматические углеводороды; ПАУ – полициклические ароматические углеводороды;  

«+» – наличие роста; «–»  – отсутствие роста, «» – слабый рост. 
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Рис. 1. Деградация нефти чистыми культурами бактерий (а) и грибов (b): 
1 – Acinetobacter; 2 – Alcaligenes; 3 – Bacillus; 4 – Chromobacterium; 5 – Corynebacterium; 6 – Flavobacterium; 

7 – Micrococcus; 8 – Mycobacterium; 9 – Pseudomonas; 10 – Streptomyces; 11 – Aspergillus; 12 – Candida; 
13 – Mucor; 14 – Penicillium; 15 – Rhizoctonia; 16 – Rhizopus; 17 – Rhodotorula; 18 – Trichoderma 

 

Fig. 1. Oil degradation by pure cultures of bacteria (а) and mushrooms (b): 
1 – Acinetobacter; 2 – Alcaligenes; 3 – Bacillus; 4 – Chromobacterium; 5 – Corynebacterium; 6 – Flavobacterium; 

7 – Micrococcus; 8 – Mycobacterium; 9 – Pseudomonas; 10 – Streptomyces; 11 – Aspergillus; 12 – Candida; 
13 – Mucor; 14 – Penicillium; 15 – Rhizoctonia; 16 – Rhizopus; 17 – Rhodotorula; 18 – Trichoderma 

 
При исследовании группового состава мик-

роорганизмов по истечению 0,5-месячного пери-
ода при повышении степени нефтяного загряз-
нения наблюдалось повышение численности 
бактерий, использующих органические формы 
азота, актиномицетов, грибов, углеводородокис-
ляющих микроорганизмов, также была отмечена 
тенденция к увеличению численности автохтон-
ных микроорганизмов, участвующих в минерали-
зации гумусовых веществ (рис. 2). Через 3 меся-
ца исследований было выявлено снижение чис-
ленности бактерий, использующих органические 
формы азота, и актиномицетов. Отмечено, что 
численность грибов больше всего снижается при 
среднем и высоком уровнях загрязнения почвы 
нефтью, а численность автохтонных микроорга-

низмов, участвующих в минерализации гумусо-
вых веществ и углеводородокисляющих микро-
организмов, возрастает при повышении степени 
нефтяного загрязнения. 

Загрязнение сырой нефтью оказывает нега-
тивное воздействие на ферментативную актив-
ность чернозема оподзоленного среднесуглини-
стого Самарской области. Под действием угле-
водородов уменьшается активность подавляю-
щего большинства исследованных окислитель-
но-восстановительных и гидролитических фер-
ментов почвы (рис. 3, 4). Обнаружено, что сырая 
нефть подавляет активность полифенолоксида-
зы, каталазы, инвертазы, фосфатазы и липазы, 
но незначительно стимулирует активность пе-
роксидазы.  
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Примечание. Численность бактерий, актиномицетов и углеводородокисляющих микроорганизмов  

(УОМ) ·106; грибов – ·104; автохтонных микроорганизмов (АХМ) – ·107. 
 

Рис. 2. Численность микроорганизмов черноземной почвы через 0,5 мес. (а) и 3 мес. (b) проведения опытов 
 

Fig. 2. Microorganism number in chernozem soils after 0,5 months (а) and 3 months (b) carrying out of experiment 
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Рис. 3. Изменение активности каталазы и фосфатазы (а), пероксидазы и полифенолоксидазы (b) 

черноземной почвы при различных уровнях загрязнения нефтью 
 

Fig. 3. Change in chernozem soil enzyme activity at various levels of oil contamination: 
catalase and phosphatase (а), peroxidase and polyphenolum oxydase (b) 
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Рис. 4. Изменение активности инвертазы (а) и липазы (b) черноземной почвы  
при различных уровнях загрязнения нефтью 

 

Fig. 4. Change of invertase (a) and lipase (b) activity in chernozem soils  
at various levels of oil contamination 

 
Показатель активности пероксидазы позво-

ляют судить об интенсивности протекания про-
цессов окисления гумусовых веществ в почве, а 
при исследовании активности полифенолоксида-
зы можно оценить превращение органических 
соединений ароматического ряда в компоненты 
почвенного гумуса. Вычисление отношения ак-
тивности полифенолоксидазы к активности пе-
роксидазы позволяет рассчитать коэффициент 
гумификации (рис. 5), который дает возможность 
оценить преобладание катализируемых процес-
сов.  

Значительное снижение коэффициента гу-
мификации черноземной почвы при загрязнении 
нефтью позволяет утверждать, что окисление 
гумусовых веществ преобладает над превраще-
ниями органических соединений ароматического 
ряда в компоненты почвенного гумуса, а также 
об уменьшении плодородия почвы в результате 
ее загрязнения углеводородами сырой нефти.  

Многие исследователи отмечают различные 
изменения численности и видового состава або- 
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Рис. 5. Уменьшение коэффициента гумификации  
черноземной почвы 
 

Fig. 5. Reduction of humification coefficient  
of chernozem soil 

 

ригенных микроорганизмов почвы при ее загряз-
нении углеводородами, но не могут прийти к 
единому мнению относительно изменений струк-
туры и численности биоценоза [1, 2, 10–13]. Од-
нако в литературе отсутствует единая точка зре-
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ния на то, каким образом изменяется структура и 
численность микробного сообщества почвы, т.к. 
одни авторы обнаруживают, что при увеличении 
доз нефти в почве возрастают общая числен-
ность бактерий, количество углеводородокисля-
ющих микроорганизмов и численность микро-
мицетов, а численность актиномицетов посте-
пенно снижается, другие исследователи показы-
вают, что увеличивается доля бактерий, но сни-
жается количество и разнообразие актиномице-
тов и грибов [14]. Такие расхождения данных 
возможны из-за влияния на численность микро-
организмов, помимо загрязнения, других факто-
ров окружающей среды. Структура и числен-
ность сообщества микроорганизмов, разрушаю-
щих углеводороды, зависит от многих биотиче-
ских и абиотических факторов, среди которых 
наиболее значимы концентрации загрязняющих 
веществ, способность микроорганизмов быстро 
и адекватно адаптироваться к изменившимся 
условиям их обитания и более раннего наличия 
в среде обитания подобных углеводородов 
[4, 15]. Увеличение численности углеводородо-
кисляющих микроорганизмов, автохтонных мик-
роорганизмов, участвующих в минерализации 
гумусовых веществ, и микроскопических грибов 
может быть обусловлено присутствием субстра-
тов, специфических для данных групп микроор-
ганизмов, а также наличием у них ферментов, 
способных окислять углеводороды нефти [4].  

Физическое и токсическое воздействие 
нефти на представителей аборигенной микро-
биоты приводит к изменениям в функционирова-
нии почвенных ферментов, подавляющее боль-
шинство которых выделяется в почву в резуль-
тате жизнедеятельности различных микроорга-
низмов [5, 16]. Обнаружено, что углеводородное 
загрязнение почвы может вызвать как ингибиро-
вание, так и стимуляцию активности различных 
ее ферментов [17–20]. Некоторые исследовате-
ли полагают, что гидрофобные углеводороды 
почти не взаимодействуют с гидрофильными 
соединениями, в том числе с белками, поэтому в 
загрязненной нефтью почве активность фермен-
тов не изменяется [21].  

Угнетение различных групп микроорганизмов 
путем физического или токсического воздей-
ствия углеводородов сырой нефти может быть 
причиной снижения активности различных окис-
лительно-восстановительных и гидролитических 
ферментов черноземной почвы. Незначительное 

повышение активности почвенной пероксидазы 
может быть обусловлено стимулированием раз-
вития аборигенных углеводородокисляющих 
микроорганизмов, наблюдающимся при воздей-
ствии нефти на почву [20, 22].  

В местах разливов сырой нефти или воздей-
ствия других органическими загрязнителями ин-
тенсивно развиваются бактерии, грибы или акти-
номицеты, способные к утилизации загрязняю-
щих веществ [1], при этом изменяются законо-
мерности существования и развития микробио-
ценоза почвы [23]. На начальных этапах воздей-
ствия нефти происходит угнетение различных 
показателей биологической активности почвы, 
продолжительность которого изменяется в зави-
симости от способа и интенсивности загрязнения 
углеводородами. Постепенно наблюдается вос-
становление нарушенных функций микробиоце-
ноза почвы, которые проявляются в возрастании 
интенсивности дыхания, увеличении фермента-
тивной активности, стимуляции развития микро-
организмов, что приводит к постепенному раз-
ложению контаминантов [22]. По мере уменьше-
ния степени загрязнения почвы углеводородами 
нефти численность большинства групп микроор-
ганизмов приближается к фоновым значениям, 
но численность углеводородокисляющих бакте-
рий достаточно долго остается более высокой, 
чем в незагрязненных нефтью почвах [1, 24], что 
может быть обусловлено изменением соотноше-
ния различных групп микроорганизмов, форми-
рующих микробиоценоз почвы, под действием 
загрязняющих веществ. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Черноземная среднесуглинистая почва Са-

марской области содержит большое разнообра-
зие родов микроорганизмов, способных окислять 
алканы, ароматические углеводороды, полицик-
лические ароматические углеводороды и нефть. 
Наибольшую активность при деградации как от-
дельных углеводородов, так и сырой нефти в 
целом проявляют бактерии родов Acinetobacter, 
Bacillus, Mycobacterium, Pseudomonas, Strepto-
myces, мицелиальные грибы родов Aspergillus, 
Penicillium и дрожжи рода Candida. Загрязнение 
сырой нефтью снижает активность окислитель-
но-восстановительных и гидролитических фер-
ментов, а также уменьшает коэффициент гуми-
фикации черноземной среднесуглинистой почвы 
Самарской области.  
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Abstract: The study of natural polymers is one of the most advanced tasks of modern chemistry. One of 
these polymers is the common polysaccharide pectin. Widespread acid hydrolysis was used to extract pectin 
from various substrates. Oxalic, citric and hydrochloric acids have been investigated for this purpose. The 
water-soluble pectin-containing fraction was extracted from the apples, sugar beet, lemon peel, pine nee-
dles. The optimal condition is heating the substrate in a boiling water bath for 1 hour with reflux in a solution 
of hydrochloric acid (pH 2–3). We neutralized the extract after cooling with an ammonia solution to isolate 
the dry powder of the pectin-containing component and the pectin was precipitated with ethanol. The study 
of pectin solutions by the method of gel permeation chromatography showed that they most often have three 
polymer fractions that are close in molecular weights: ~17–20, ~10–12 and ~0.5 kDa. The content of the last 
fraction in all selected samples is predominant. Solutions of pre-planted powders of the pectin-containing 
fraction significantly differ from the previously discussed results: the oligomeric fraction is practically absent 
in them. For a number of samples of pectin powders, the degree of esterification was determined by potenti-
ometric titration. The dependence of the degree of esterification on both the feedstock and the isolation 
method was revealed. The method of reverse complexometric titration was used to study the sorption 
capacity of pectin. The analysis results suggest that there is an inversely proportional dependence of the 
degree of lead sorption of the pectin sample on its degree of esterification. 
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Молекулярно-массовые характеристики и сорбционные 
свойства пектина, выделенного из разных субстратов 

 

Л.Л. Семенычева, Н.В. Кулешова, А.В. Митин,  
Т.А. Белая, Д.В. Мочкина 

 

Нижегородский государственный университет им Н.И. Лобачевского, 
Нижний Новгород, Российская Федерация 

 

Резюме: Исследование природных полимеров является одной из передовых задач современной хи-
мии. Один из таких полимеров – полисахаридный пектин. Для его выделения из разных субстра-
тов использовали широко распространенный кислотный гидролиз. Для этой цели исследованы 
щавелевая, лимонная и соляная кислоты. Водорастворимую пектинсодержащую фракцию выделя-
ли из кожуры, ядрышек и жмыха яблок, жмыха сахарной свеклы, лимонной корки, хвои сосны. Опти-
мальным условием является нагревание субстрата на кипящей водяной бане в течение 1 ч с об-
ратным холодильником в растворе соляной кислоты (рН = 2–3). Для выделения сухого порошка 
пектин-содержащего компонента экстракт после охлаждения нейтрализовали раствором аммиа-
ка и осаждали пектин этанолом. Исследование растворов пектина методом гельпроникающей 
хроматографии показало, что они имеют чаще всего три полимерные фракции, близкие по значе-
нию молекулярных масс: ~17–20, ~10–12 и ~0,5 кДа. Содержание последней фракции во всех выде-
ленных образцах было преимущественным. Растворы предварительно высаженных порошков 
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пектинсодержащей фракции заметно отличались от ранее обсужденных результатов: в них оли-
гомерная фракция практически отсутствует. Для ряда образцов порошков пектина была опреде-
лена степень этерификации методом потенциометрического титрования. Выявлена зависи-
мость степени этерификации как от исходного сырья, так и от способа выделения. Для изучения 
сорбционной способности пектина, выделенного из разных субстратов, применяли метод обрат-
ного комплексонометрического титрования. Результаты анализа позволяют утверждать, что 
имеет место обратно пропорциональная зависимость степени сорбции свинца образца пектина 
от его степени этерификации. 
 

Ключевые слова: пектинсодержащая фракция, степень этерификации, молекулярно-массовые 
характеристики, сорбционная способность 
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INTRODUCTION  
Natural polymers are currently the most widely 

used. Pectin is a water-soluble biologically active pol-
ymer and has universal properties: sorption, radiopro-
tective properties, gelling ability. It has various applica-
tions in the food industry, medicine and animal 
husbandry due to its physicochemical and functional 
properties [1–8]. Pectin poly-saccharides are especial-
ly common in fruit and vegetable materials [8–11]. 
Publications devoted to the isolation of pectin from 
various substances are numerous, however, the 
methods of isolation, and, accordingly, the properties 
of the isolated products differ markedly [9, 11–16]. 
There are different approaches to the analysis of im-
portant properties of pectins, presented both in articles 
on experimental data and in reviews [5, 8, 17–22]. It 
has been shown that the hydrolysis time affects the 
change in the size and branching of polymers [20]. In 
addition, the strength of acid affects the chain length: 
the stronger the acid acts in hydrolysis, the lower the 
molecular weight of the resulting molecule. At pH = 1, 
the extracts are especially rich in rhamnogalacturonan, 
the nature and amount of side chains also differ de-
pending on the extraction conditions [23]. Gelation is 
one of the most important characteristics of pectin. A 
number of factors-pH, presence of other solutes, mo-
lecular size, degree of methoxylation, number and ar-
rangement of side chains, and charge density on the 
molecule – influence the gelation of pectin. In low-
methoxyl pectin, gelation results from ionic linkage via 
calcium bridges between two carboxyl groups belong-
ing to two different chains in close contact with each 
other. In high-methoxyl pectin, the cross-linking of pec-
tin molecules involves a combination of hydrogen 
bonds and hydrophobic interactions between the mol-
ecules [24]. Recent research has demonstrated how 
cross-linking of pectic polysaccharides to obtain gel 
formation can be promoted by enzymatic catalysis 
reactions [25]. In general, the chemistry and mecha-
nism of pectin-based crosslinking are well understood 
from the point of view of pharmacy, biology and ecolo-

gy. They are used as a immunostimulatory and anti-
inflammatory drug [1, 26]. Even the bioactivity of pectin 
as antibiotics has been studied [27]. Crosslinked hy-
drogels have valuable properties such as volubility, 
swellability, solvability and hydrophilicity, which make 
them better alternative for wastewater treatment. The 
adsorption characteristics of pectin based hydrogels 
can be upgraded by using nanoparticles, which 
prompts to the development of hydrogel nano-
composites [2, 4, 7, 28]. 

The aim of this work is to obtain comparative da-
ta on a water-soluble pectin-containing fraction iso-
lated by acid hydrolysis from various substances, by 
molecular weight parameters and sorption ability. 

 
EXPERIMENTAL 
Preparation of starting materials for the 

experiment. The raw materials were dried in a vacu-
um oven at a temperature of 45–50 ºС, crushed, 
treated several times with acetone to remove essen-
tial oils, sugars, wax. 

Methodology of extraction of the pectin-
containing fraction from various substrates. Pectin 
was extracted from the feedstock with a solution of 
acid with pH 2–3 (hydrochloric, boric, oxalic, phos-
phoric, acetic) under heating in a boiling water bath 
in a flask under reflux for 1 hour. The hot extract 
was separated by filtration through nylon tissue. The 
filter residue was washed with hot water until the 
ions of the acid residue were negatively reacted. 

Methodology for isolating the pectin-containing 
component from the solution by evaporation of the 
solvent. The extract was placed in a flask of rotary 
evaporators and evaporated for 2–3 hours at 800 ºC 
under reduced pressure. Evaporation was continued 
to a volume of about 50–100 ml. 

Methodology for isolating the pectin-containing 
component from the solution by reprecipitation. To 
isolate the dry powder of the pectin-containing com-
ponent, the extract, after cooling, was neutralized 
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with an ammonia solution and pectin was precipitat-
ed with ethanol. The pectin isolated on a filter from 
kapron tissue was washed with alcohol and then 
dried to constant weight. 

Analysis of molecular mass characteristics. The 
determination of MMD was performed by Gel per-
meation chromatography (GPC) in the center of col-
lective use of equipment of Lobachevsky State Uni-
versity using a Shimadzu CTO20A/20AC high-
performance liquid chromatograph (Japan) with LC-
Solutions-GPC software module. Separation was 
performed on a Tosoh Bioscience TSKgel 
G3000SWxl column with a pore diameter of 5 μm. 
An ELSD-LT II low-temperature light-scattering de-
tector was used as a detector. An eluent was a 
0.5 M solution of acetic acid. A flow rate of 
0.8 ml/min. For calibration, finely dispersed dextran 
samples with a molecular weight range (MM) of 
1000–410000 Da (Fluca) were used. 

Method for determining the degree of esterifica-
tion of pectin [10]. To determine the degree of es-
terification, a weighed portion of pectin 0.5 g of the 
powder was dissolved in water at a temperature of 
about 40 ºC. The resulting solution was titrated po-
tentiometrically with a 0.1 M sodium hydroxide solu-
tion. Mass fraction of ω1free carboxyl groups was 
calculated by the formula: 

 

𝜔1, % =
𝑉1(𝑁𝑎𝑂𝐻)×𝐶(𝑁𝑎𝑂𝐻)

𝑚
∙ 0.45              (1) 

 
V1(NaOH) – equivalent volume of alkali, ml; 
С(NaOH) – alkali concentration, mol/l; m – pectin 
weight, g; 0.45 – conversion factor for the mass of 
carboxyl groups. 

Then, 10 ml of 0.5 M NaOH was added to the 
neutralized sample and kept at room temperature 
for hydrolysis of methoxylated carboxyl groups. After 
2 hours, 10 ml of 0.5 M HCl was added to the sam-
ple and its excess was titrated potentiometrically. 
The mass fraction of esterified groups of ω2 was 
calculated by the formula: 

 

𝜔2, % =
𝑉2(𝑁𝑎𝑂𝐻)×𝐶(𝑁𝑎𝑂𝐻)

𝑚
∙ 0.45             (2) 

 
The degree of esterification was calculated by 

the formula: 
 

Q = 
𝑉2

𝑉1   + 𝑉2
∙ 100%                              (3) 

 
Methodology for determining the sorption 

capacity (SC) of a pectin-containing fraction [10]. A 
weighed portion of pectin (0.3–0.5 g) was dissolved 
in distilled water, transferred to a 100–200 ml volu-
metric flask, 50 ml of a lead acetate solution with a 
concentration of 0.07 mol equivalents/l were added, 
and the volume was adjusted to the mark with dis-
tilled water. After an hour, the solution was filtered 
through a filter of nylon fabric. An aliquot of the fil-
trate (20 ml) was placed in a titration flask, 20 ml of 

0.1 mol equivalents/l of complexon III solution, 15 ml 
of ammonia buffer solution (pH 10) and a few drops 
of the eriochrome black T indicator solution were 
added. It was titrated with 0.1 mol of zinc sulfate 
solution equivalents/l till the transition color. The 
control experiment was carried out similarly, but 
without the addition of pectin. The mass of lead ions 
remaining in the solution after sorption was calculat-
ed by the formula: 

 

𝑚 (𝑃𝑏2+) =  
(𝐶1  𝑉1 − 𝐶2  𝑉2)×𝑀(𝑃𝑏2+)∙𝑉𝑘

𝑉𝑎𝑙
          (4) 

 
С1, V1 – concentration (mol equivalents/l) and vol-
ume (ml) of complexon III solution added to an ali-
quot of lead pectin solution; С2, V2 – concentration 
(mol equivalents/l) and volume (ml) of zinc sulfate 
solution; М(Pb

2+
) – molar mass of lead equivalent, 

g/mol; Vк, Val – volume of volumetric flask and ali-
quot volume, ml.; m(Pb

2+
) – mass of lead lead ions, 

mg. 
The mass of lead ions in the control solution 

was calculated by a similar formula.  
The sorption ability of pectin was calculated: 
 

СС =  
𝑚𝑘𝑃𝑏2+ − 𝑚𝑝  𝑃𝑏2+

𝑚(pectin )
, 𝑚𝑔𝑃𝑏2+/𝑔      (5) 

 
Methodology for sample preparation and analy-

sis on a scanning microscope. The structure of the 
obtained pectin product was studied using a JSM-
IT300 scanning electron microscope (JEOL Ltd., 
Japan). Samples of dehydrated pectin of lemon raw 
material were visualized. Dehydration of the sam-
ples occurred directly in the JSM-IT300 chamber 
under low vacuum. 

 
RESULTS AND DISCUSSION 
Widespread acid hydrolysis was used to isolate 

pectin from various substrates [8, 11, 18]. A water-
soluble pectin-containing fraction was isolated from 
apples, sugar beets, lemon peel, pine needles. 

Pectin is a high molecular weight polysaccha-
ride. Therefore, we analyzed GPC of isolated pectin, 
sample of which are demonstrated at the Figure 1. 

First of all, it was interesting to compare the mo-
lecular mass parameters of the isolated biopolymers, 
because in the literature, this information is given most 
often for individual substrates (apples, or citrus fruits, 
etc.), while the conditions for the isolation of pectin and 
determination methods differ. The data on the molecu-
lar mass parameters of the solutions obtained by GPC 
are shown in Table 1: No. 1–13 are the solutions after 
isolation from various substrates, No. 14, 15 – are the 
powder solutions, No.16–18 are commercial pectins. 

As can be seen from Table 1. the studied solutions 
of the isolated pectin-containing fraction (Table 1,  
No. 1–13) most often have three polymer fractions that 
are close in MM value: ~17–20, ~10–12 and ~0.5 kDa. 
The content of the last fraction in all selected samples 
is predominant. Obviously, this fraction of oligomers 
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has, as a rule, a high coefficient of polydispersity  
(1.5–5.7). A similar ratio of fractions and MM values 

have commercial samples «Unipectin PG DS» and 
«Aidigo». 

 

 
a 
 

 
b 
 

Fig. 1. GPC of sample No. 17 (see Table 1) “commercial apple pectin «Aidigo» (Russia)”: 
a – chromatogram type; b – type of molecular weight determination 

 

Рис. 1. ГПХ образца № 17 (см. табл. 1) «коммерческий пектин «Айдиго» (Россия)»: 
а – вид хроматограммы; b – вид молекулярно-массового распределения 

 
Table 1. Molecular mass characteristics of pectin extracted from the studied samples by various extractants 
Таблица 1. Молекулярно-массовые характеристики пектина, выделенного из исследуемых образцов различными 

экстрагентами 
 

Sample 
number 

Conditions of extraction from sample Мw, kDa Mw/Mn % 

1 Sugar beet in the boric acid medium 

17.5 1.0 4 

10.2 1.0 7 

0.5 1.5 89 

2 Sugar beet in the oxalic acid medium 

17.2 1.0 4 

8.2 1.1 12 

2.9 1.2 16 

0.4 5.7 68 

3 Sugar beet in the acetic acid medium 

17.5 1.0 9 

10.4 1.0 10 

0.4 2.9 80 

4 Sugar beet in the phosphoric acid medium 

16.3 1.0 8 

5.6 1.2 8 

0.5 5.2 83 

5 Apple kernels in the boric acid medium 

17.3 1.0 1 

9.7 1.1 1 

0.3 2.9 98 

6 Apple peel in the boric acid in the medium 

17.6 1.0 1 

10.3 1.0 1 

0.33 4.8 98 

7 Apple peel in the acetic acid medium 

17.5 1.0 1 

10.0 1.1 1 

0.35 2.9 98 

8 Apple of variety «Bolotovskii» in the acetic acid medium 

17.5 1.0 1 

10.0 1.0 1 

0.3 2.2 98 

9 Apple of variety «Bolotovskii» in the boric acid medium 

17.4 1.0 3 

9.8 1.0 1 

0.3 3.7 96 
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10 Apple of variety «Antonovka» in the acetic acid medium 

17.6 1.0 1 

10.2 1.0 1 

0.35 4.1 98 

11 Apple of variety «Antonovka» in the boric acid medium 

17.7 1.0 0 

10.2 1.1 1 

0.34 6.3 99 

12 Pine needles in the boric acid medium 

21.0 1.0 6 

12.0 1.0 5 

0.4 3.7 89 

13 Pine needles in the acetic acid medium 

21.3 1.0 6 

12.4 1.0 5 

0.42 2.1 89 

14 Pine needles in the acetic acid medium
 21.0 1.0 81 

13.0 1.0 19 

15 Lemon peels in the hydrochloric acid medium* 

22.0 1.0 4 

12.7 1.0 90 

0.9 1.0 2 

0.2 1.2 5 

16 Commercial citrus pectin «Unipectin PG DS» (Germany, France) 
10.2 1.0 6 

0.4 3.8 94 

17 Commercial Apple Pectin «Aidigo» (Russia) 

21.0 1.0 15 

12.7 1.0 8 

0.95 1.2 77 

18 Commercial Apple Pectin «Pudov» (Russia) 
20.0 1.0 87 

12.5 1.0 13 

*The solution is prepared from ethanol precipitated and dried pectin. 

 
The solutions of pre-isolated powders of the 

pectin-containing fraction (Table 1. No. 14, 15) differ 
markedly from the previously discussed results: the 
oligomeric fraction is completely absent in sample 
14, and is minimal in sample 15. Obviously, in this 
case the oligomeric fraction does not stand out in 
the form of powder but remains in the «solvent-
precipitant” mixture. which is typical for the precipita-
tion of any polymers [29]. The commercial sample 
«Pudov» has MM values close to these two sam-
ples. 

Thus, the presented data on the analysis of the 
molecular mass parameters of the isolated pectin-
containing fractions under comparable conditions 
indicate a significant similarity of these properties for 
all samples. There is interesting fact that the con-
ducted studies allow us to conclude with a high de-
gree of probability that commercial samples 
«Unipectin PG DS» and «Aidigo» are obtained by 
evaporation of the solvent from the solution. while 
the oligomeric fraction is not lost. The commercial 
sample «Pudov» does not have an oligomeric frac-
tion which means it was isolated by precipitation 
from a solution. 

The sorption and gelling properties of pectin are 
associated with the degree of esterification of its 
monomer unit – polygalacturonic acid: pectin with a 
small degree of esterification has better sorption 
characteristics, and with a greater degree – better 
gelling properties. For a number of samples of pec-
tin powders the degree of esterification was deter-
mined by potentiometric titration (Table. 2).  

As it follows from the data obtained (Table 2) the 
degree of esterfication depends on both the 
feedstock and the isolation method. Using an 
example of a sugar beet sample it can be seen that 
the reprecipitation of pectin leads to an increase in 

the degree of esterification. The degree of 
esterification for the studied substrates obtained by 
evaporation of the extractant increases in the 
sequence «sugar beets»<«Antonovka apples», for 
the precipitated samples «sugar beets»<«lemon 
(fruit with thin peel)»=«lemon (fruit with thick peel)». 
The commercial samples «Pudov» are also close to 
the latest samples in this parameter. 

 

Table 2. The degree of esterification of some types  

of pectin 
Таблица 2. Степень этерификации некоторых видов 

пектина 
 

Source substrate 
Degree 

of esterification, % 

Sugar beet
1
 13–15 

Sugar beet
2
 38–40 

Lemon
2
 (fruit with a thin peel) 78–80 

Lemon
2
 (fruit with a thick peel) 78–80 

Apples («Antonovka»)
1
 55–65 

Commercial pectin «Pudov» 60–80 

Note. 
1
 – pectin obtained by evaporation of the solvent:  

2
 – pectin obtained by isolation with ethanol after hydrolysis. 

 
An important indicator of the quality of pectin 

used for the detoxification of metals is their sorption 
capacity (SC). This property is widely used in quality 
assessment in the production of medicines. 
flocculants. etc. This indicator corresponds to the 
mass of metal ions (mg of lead). which one gram of 
pectin can bind. The choice of lead is due to the fact 
that lead salts are the standard in the analysis of 
drugs for the content of heavy metals. To study the 
SC of pectin isolated from different substrates. the 
method of reverse complexometric titration was 
used. The results of the analysis are given in 
Table 3. Based on a comparison of the data of 
Table 2 (No. 1, 5) and Table 3 (No. 1, 2) it can be 
argued that there is an inversely proportional 
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dependence of the degree of sorption of lead by 
pectin samples on its degree of esterification.  

 

Table 3. Sorption capacity of pectin isolated from various 

raw materials 
Таблица 3. Сорбционная способность пектина,  

выделенного из разного сырья 
 

Source substrate 
Sorption capacity 

Pb
2+ 

 mg/g 

Sugar beet
1
 320–380 

Apples («Antonovka»)
1
 170–220 

Pine needles 160–170 

Note. 
1
 – pectin obtained by evaporation of the solvent. 

 

For a pectin sample isolated from a lemon peel 
by ethanol precipitation from an extract. the powder 
surface was studied by scanning electron microsco-
py. The fibrillar structure of the biopolymer is clearly 
visible. The resulting image is similar to those given 

in the works of other authors [2, 7, 9, 16, 22, 30]. 
The structure of pectin is an object of research by 
various instrumental methods [6, 7, 20, 31, 32]. 

 
CONCLUSIONS 
A pectin-containing fraction was extracted by ac-

id hydrolysisfrom sugar beets. apples. lemon peel. 
pine needles. Content of three polymer fractions 
with close MM values: 17–20, 10–12 and ~0.5 kDa 
was determinedusing GPC. In solutions of pre-
precipitatedpowders of the pectin-containing fraction 
the oligomeric fraction is practically absent. The de-
pendence of the degree of esterification on both the 
feedstock and the isolation method was revealed. 
The inverse proportion of the degree of sorption of 
lead by pectin samples on the degree of its esterifi-
cation has been established. 
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