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Резюме: Исследованы экстракционные и адсорбционные характеристики халькогенсодержащих 
олигомеров, полученных из хлорекса и элементных халькогенов в системах гидразингидрат–
основание. Сера- и селенсодержащие олигомеры, синтезированные в системе гидразингидрат–
моноэтаноламин, растворимы в органических растворителях, полученные растворы способны 
экстрагировать ионы Hg

2+
, Cd

2+
, Zn

2+
, Pb

2+
, Cu

2+
 и Ni

2+
 из водных растворов. Олигомеры, синтези-

рованные в системе гидразингидрат–вода–КОН (сера- и селенсодержащие олигомеры), а также 
теллурсодержащий олигомер, полученный в системе гидразингидрат–КОН, использованы в каче-
стве адсорбентов. Предположено, что экстракция и адсорбция ионов металлов халькогенсодер-
жащими олигомерами осуществляется путем формирования комплексов, в которых атомы халь-
когенов выступают в качестве лигандов. Влияние природы атома халькогена на возможность об-
разования комплексов, то есть на экстракционные и адсорбционные свойства используемых оли-
гомеров, рассмотрено с позиции принципа жестких и мягких кислот и оснований, согласно кото-
рому катионы Hg

2+
 и Cd

2+
 относятся к мягким кислотам, а катионы Zn

2+
, Pb

2+
, Cu

2+
 и Ni

2+ 
– к кис-

лотам промежуточной жесткости. Атомы халькогенов относятся к мягким основаниям. Экспери-
мент показал, что ионы Hg

2+
 и Cd

2+
 легко экстрагируются и адсорбируются всеми использован-

ными олигомерами, тогда как катионы промежуточной жесткости легче всего вступают во вза-
имодействие с серасодержащими олигомерами. Подтверждение образования комплексов олиго-
мер–металл получено на основании анализа ИК-спектров и спектров ЯМР 

77
Se, зарегистрирован-

ных для сера- и селенсодержащих олигомеров до и после экстракции. В ИК-спектрах наблюдаются 
четкие изменения характера полос поглощения, обусловленные валентными колебаниями связей 
C–S и C–Se. В спектре ЯМР 

77
Se появляется дополнительный сигнал дезэкранированных ядер се-

лена. Незначительное изменение характера ИК-спектров в области валентных колебаний С–О 
указывает на слабое участие кислорода в формировании комплексов. Его роль в обеспечении вы-
соких показателей по экстракции и адсорбции сводится, по-видимому, к увеличению гибкости мак-
ромолекул, которая обеспечивает формирование благоприятной геометрии для комплексообра-
зования. 
 

Ключевые слова: хлорекс, олигомеры, сера, селен, теллур, ионы тяжелых металлов, экстракция, 
адсорбция, принцип ЖМКО, ИК-спектроскопия, ЯМР 

77
Se 
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on the extraction and adsorption characteristics 
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Abstract. The extraction and adsorption characteristics of chalcogen-containing oligomers derived from 
chlorex and elemental chalcogens in the hydrazine hydrate–base systems were studied. Sulphur- and sele-
nium-containing oligomers synthesised in hydrazine hydrate–monoethanolamine systems are soluble in or-
ganic solvents. The as-obtained solutions are capable of extracting the following ions from water solutions: 
Hg

2+
, Cd

2+
, Zn

2+
, Pb

2+
, Cu

2+
 and Ni

2+
. Oligomers synthesised in the hydrazine hydrate–water–KOH system 

(sulphur- and selenium-containing oligomers) and a tellurium-containing oligomer obtained in the hydrazine 
hydrate–KOH system were used as adsorbents. It was assumed that the extraction and adsorption of metal 
ions by chalcogen-containing oligomers is carried out through the formation of complexes in which the chal-
cogen atoms act as ligands. The effect of the nature of chalcogen atoms on the possibility of forming com-
plexes, i.e. on the extraction and adsorption properties of the oligomers used, was considered using the the-
ory of hard and soft acids and bases (HSAB). According to this theory, the cations Hg

2+
 and Cd

2+
 belong to 

soft acids, while the cations Zn
2+

, Pb
2+

, Cu
2+

 and Ni
2+ 

belong to acids of intermediate hardness. Chalcogen 
atoms are classified as soft bases. The conducted experiment showed that Hg

2+
 and Cd

2+
 ions are easily 

extracted and adsorbed by all the oligomers used, while the intermediate-hardness cations most easily inter-
act with the sulphur-containing oligomers. The formation of oligomer–metal complexes was confirmed by 
analysing IR and 

77
Se NMR spectra recorded for sulphur- and selenium-containing oligomers before and 

after the extraction. The recorded IR spectra contained obvious changes in the nature of the absorption 
bands due to the stretching vibrations of the C–S and C–Se bonds. An additional signal of de-screened se-
lenium nuclei was observed in the 

77
Se NMR spectrum. An insignificant change in the nature of the IR spec-

tra in the region of stretching C–O vibrations indicated a weak participation of oxygen in the formation of 
complexes. It can be assumed that the role of oxygen in maintaining the high rates of extraction and adsorp-
tion is associated with an increase in the flexibility of macromolecules, which ensures a more favourable ge-
ometry for complex formation. 
 

Keywords: chlorex, oligomers, sulphur, selenium, tellurium, heavy metal ions, extraction, adsorption, HSAB 
theory, IR spectroscopy, NMR 

77
Se 
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ВВЕДЕНИЕ 
Атомы халькогенов (S, Se, Te) в составе ор-

ганических молекул выступают в качестве доно-
ров электронных пар, обеспечивая тем самым 
образование комплексных соединений с ионами 
переходных металлов. Термодинамика и кинети-
ка формирования таких комплексов базируется 

на принципе «жестких и мягких кислот и основа-
ний» (ЖМКО) [1], согласно которому атомы халь-
когенов, относящиеся к мягким основаниям, лег-
ко координируют с мягкими кислотами – ионами 
переходных металлов. Использование этого 
принципа лежит в основе разработок новых экс-
трагентов [2, 3], сорбентов

1
, катализаторов [4] и 

   

1
Лейкин Ю.А. Физико-химические основы синтеза полимерных сорбентов: учеб. пособие. М.: БИ-

НОМ. Лаборатория знаний, 2011. 413 с. 
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аналитических реагентов
2
, отвечающих потреб-

ностям химической технологии и аналитической 
химии. Этот же принцип позволяет решать важ-
ную экологическую задачу современности – за-
грязнение окружающей среды тяжелыми метал-
лами

3
. Для очистки сточных вод от тяжелых ме-

таллов разработано несколько технологических 
подходов: реагентная обработка, электрохими-
ческие методы, адсорбция и др.

4
, при этом в ка-

честве эффективных сорбентов предлагаются 
хелатообразующие полимеры с серасодержа-
щими функциональными группами (мягкими ос-
новными центрами) [5]. 

Согласно анализу литературных данных, из 
халькогенидных производных практическое при-
менение пока нашли только органические соеди-
нения серы [2, 3, 5], причем эффективность ис-
пользования, например, серасодержащих поли-
мерных сорбентов [6] не уступает эффективно-
сти широко применяемых ионообменных смол 
[7], но серасодержащие сорбенты зачастую вы-
годно отличаются от них по стоимости. Кроме 
указанных областей использования олигомер-
ные продукты, содержащие халькогены, нашли 
применение в качестве герметиков (серасодер-
жащие олигомеры) [8], они весьма перспективны 
для создания парамагнитных материалов (тел-
лурсодержащие олигомеры) [9] и могут приме-
няться в халькогенорганическом синтезе [10–12]. 

Халькогенорганические олигомеры ранее 
были получены на основе β,β-дихлордиэти-
лового эфира (хлорекса) 1 с использованием 
систем гидразингидрат–основание и элементных 
халькогенов. Для получения сера- и селенсо-
держащих олигомеров были использованы три 

основно-восстановительные системы: гидразин-
гидрат–моноэтаноламин (МЭА), (получены оли-
гомеры 2а и 3а) [12, 13], гидразингидрат–вода–
КОН (получены олигомеры 2б и 3б) [13], гидра-
зингидрат–КОН, без добавления воды (олигомер 
4) [14]. Было также обнаружено, что сера- и селен-
содержащие олигомеры 2а и 3а хорошо растворя-
ются в таких органических растворителях, как хло-
роформ, ацетон, диоксан и др. Это позволило ис-
пользовать данные олигомеры в качестве экстра-
гентов для извлечения соединений токсичных тя-
желых металлов из сточных вод [15]. 

Цель настоящей работы заключалась в по-
лучении олигомеров 2а,б, 3а,б и 4 по описанным 
методикам, сравнительный анализ их характери-
стик, сопоставление экстракционной (олигомеры 
2а и 3а) и сорбционной способности (олигомеры 
2б, 3б и 4) по отношению к ионам тяжелых ме-
таллов (Hg

2+
, Cd

2+
, Zn

2+
, Pb

2+
, Ni

2+
, Cu

2+
), а также 

выявление влияния природы атома халькогена 
на эффективность извлечения солей металлов 
из водных растворов. Кроме того, необходимо 
было уточнить роль атома кислорода в коорди-
национном взаимодействии с ионами исследо-
ванных металлов. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Олигомеры 2а и 3а получены в системе гид-

разингидрат–МЭА, олигомеры 2б и 3б – в систе-
ме водный гидразин–КОН, теллуросодержащий 
олигомер 4 – в системе гидразингидрат–КОН по 
методикам, изложенным в работах [12–14]. В 
табл. 1 приведены характеристики полученных в 
данном исследовании олигомеров. 

 

Таблица 1. Характеристика полученных олигомеров (Y=S, Se, Te) 
Table 1. Characteristics of oligomers obtained (Y=S, Se, Te) 
 

Номер 
олигомера 

Выход, % 
Найдено, % 

Ma Молекулярная 
формула С Н Y Cl 

2а 82 34,23 5,80 41,37 6,45 1100б C32H64S14O8Cl2 

2б 74 35,23 5,58 44,37 2,34 3034в C88H176S42O22Cl2 

3а 91 22,12 3,52 64,43 4,04 1715г C32H64Se14O8Cl2 

3б 73 20,95 3,00 65,80 1,36 5500д C96H192Se46O24Cl2 

4 74 14,81 2,52 76,60 1,10 6450е C80H160Te38O20Cl2 

Номер олигомера 
Вычислено, % Агрегатное состояние; 

температура разложения С Н Y Cl 

2а 35,07 5,84 40,91 6,48 Вязкое масло 
2б 35.21 5,87 44,81 2,37 Вязкое масло 
3а 21,90 3,65 63.09 4,05 Высоковязкое масло 
3б 21,20 3,53 66,89 1,31 103ºС – начало разложения 
4 15,08 2,52 76,23 1,12 110ºС – начало разложения 

Примечание. 
а
М – средняя молекулярная масса, определенная методом концевых групп по содержанию остаточного 

хлора, атомы которого располагаются на концах макромолекулы [16]; 
б
М=800 [12]; 

в
М=2800 [13, 14] 

г
М=2200 [15]; 

д
М=3750 [15]; 

е
М=9100 [15]. 

   

2
Коренман И.М. Органические реагенты в неорганическом анализе: справочник. М.: Химия, 1990. 

448 с. 
2
Давыдова С.Л., Тагасов В.И. Тяжелые металлы как супертоксиканты XXI века: учеб. пособие. М.: 

изд-во РУДН, 2002. 140 с. http://eb.arsu.kz:81/pdf/foreign/magzhan190.pdf 
3
Родионов А.И., Клушин В.Н., Торочешников Н.С. Техника защиты окружающей среды: учебник для 

вузов; 2-е изд., перераб и доп. М.: Химия, 1989. 512 с. 
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Как видно из данных, представленных в 
табл. 1, полученные олигомеры имеют достаточ-
но однородный состав, их характеристики удо-
влетворительно воспроизводятся. 

Для исследования экстракционных свойств 
0,2 г олигомера 2а или 3а растворяли в 5 мл 
хлороформа. Полученный раствор выливали в 
20 мл раствора соли изучаемого металла опре-
деленной концентрации и перемешивали на 
магнитной мешалке в течение 4 ч. Для исследо-
ваний использовали модельные растворы нит-
ратов металлов. По окончании извлечения хло-
роформный слой отделяли на делительной во-
ронке, а в остаточном растворе соли определяли 
концентрацию ионов металла фотометрическим 
методом [17]. 

Для концентрации извлекаемого металла 
5000 мг/дм

3
 эффективность экстракции оценива-

лась по количеству металла, поглощенного экс-
трагентом, которое определялось по формуле: 

 

А =
(Со − Ск) ∙ 𝑉

𝑚
, 

 
где А – экстракционная способность, мг/г; C0 и  
Cк – начальная и конечная концентрация ионов 
металла в растворе соответственно, мг/дм

3
;  

V – объем используемого раствора соли метал-
ла, дм

3
; m – масса используемого экстрагента 

(олигомера). 
При концентрации металла в растворе 

10 мг/дм
3
 эффективность экстракции оценива-

лась по степени извлечения I металла из рас-
твора, которая определялась по формуле: 

 

I =
(C0 − Ck)

C0
100%. 

 
Полученные данные по экстракции металлов из 

модельных растворов представлены в табл. 2. 
Сорбцию ионов из растворов проводили в ста-

тических условиях. Для этого навеску сорбента 
(0,2 г) встряхивали с раствором соли (20 мл) опре-
деленной концентрации на шейкере S-3.02.08M в 
течение 4 ч. Эффективность сорбентов и степень 
извлечения металла определяли по снижению кон-
центрации используемого раствора. Расчеты про-
водили с использованием формул, представленных 
для обработки процессов экстракции. В табл. 3 при-
ведены данные по сорбционной эффективности 
полученных олигомеров. 

Координационный механизм извлечения ме-
таллов подтвержден для серасодержащего сор-
бента 2б и олигомера 3а методом ИК-спектро-
скопии. Спектры зарегистрированы для исход-
ных олигомеров 2б и 3а и для этих олигомеров 
после сорбции ионов Pb

2+
 из раствора, содер-

жащего 5000 мг свинца в 1 дм
3
 модельного рас-

твора. Спектры записаны в тонком слое на спек-
трофотометре Bruker IFS-25, диапазон записи 
спектра – 400–4000 см

-1
. 

Учитывая растворимость олигомера 3а в 
CDCl3, впервые для него были сняты спектры 
ЯМР 

77
Se, а также для продукта, полученного 

после экстракции этим олигомером ионов свинца 
из модельного раствора, содержащего 5000 мг 
Pb

2+
 в 1 дм

3
 раствора. Спектры ЯМР записаны на 

спектрометре Bruker DPX-400 при рабочей ча-
стоте 76,31 МГц (внутренний стандарт – Me2Se). 

 
 
Таблица 2. Экстракционные свойства полученных олигомеров 2а и 3а 
Table 2. Extractive properties of oligomers 2a and 3a 
 

Экстрагент 
Экстракционная активность, мг/г, по отношению к ионам металлов, Со = 5000 мг/дм3 

Hg2+ Cd2+ Zn2+ Pb2+ Cu2+ Ni2+ 

2а 430 
414 

(408)* 
280 

(340) 
327 

(345) 
298 

(306) 
315 

(270) 
3а 446 437 273 318 264 335 

 Степень извлечения, %, Со = 10 мг/дм3 

2а 
100 

(100) 
100 100 

97 
(98) 

96 100 

3а 100 100 97 97 95 98 

Примечание. * – в скобках представлены данные из работы [17]. 

 
Таблица 3. Адсорбционные свойства олигомеров 2б, 3б, 4 
Table 3. Adsorption properties of oligomers 2b, 3b and 4 
 

Сорбент 
Адсорбционная активность, мг/г, по отношению к ионам металлов, Со = 5000 мг/дм3 

Hg2+ Cd2+ Zn2+ Pb2+ Cu2+ Ni2+ 

2б 380 227 370 344 176 417 
3б 410 338 363 350 125 370 
4 395 337 340 340 135 273 

 Степень извлечения, %, Со = 10 мг/дм3 

2б 87 73 100 100 64 100 
3б 98 84 98 100 57 97 
4 96 83 97 99 61 87 
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Получение халькогенсодержащих олигоме-

ров на основе хлорекса 1 с использованием 
элементных халькогенов осуществляется в од-
ном реакционном сосуде в две стадии [12–15]: 

1. Восстановительная активация халькоге-
нов [18]: 

а) в системе гидразингидрат–МЭА: 
 

4Y + 3N2H4  H2O + 2H2NCH2CH2OH

(H3NCH2CH2OH)2Y2 + (N2H5)2Y2 + 3H2O + N2     

Y = S, Se
 

По данным, приведенным в работе [19], акти-
вация селена в этой системе проходит менее 
селективно по сравнению с серой: наряду с ани-
онами Se2

2-
 образуются также анионы Se

2-
, Se3

2-
 

и даже Se4
2-

. 
б) в системе гидразингидрат–КОН: 

 

Y = S, Se, Te

4Y + 3N2H4  H2O + 4KOH

   

2K2Y2 + N2 + 5H2O   

 
 

2. Поликонденсация халькогенид-анионов 
Y2

2-
 c хлорексом: 
 

(n+2) + (n +1) Y2
2-  

2n Cl-
O

ClCl

n

O
YCl Y

O
Y Y

O
Cl

1

2а,б; 3а,б; 4 
 

Величина n в полученных олигомерах соот-
ветствует средней молекулярной формуле, 
представленной в табл. 1. Предполагаемая 
структура олигомеров 2–4 подтверждена спек-
тральными методами (ИК, ЯМР 

1
Н и 

13
С), кото-

рые полностью соответствуют данным, приве-
денным в работах [12–14]. Для олигомера 3а 
впервые записан спектр ЯМР 

77
Se. Достаточно 

сложный вид этого спектра хорошо согласуется с 
широким интервалом (около 1500 м.д.) проявле-
ния резонанса ядер 

77
Se и их высокой чувстви-

тельностью даже к незначительному изменению 
характера заместителей у атома селена [20], а 
также с полимерным характером молекул образ-
ца. По данным авторов работы [20], на основа-
нии предполагаемой структуры олигомера груп-
па сигналов в спектре в области 277–292 м.д. 
отнесена к резонансу ядер селена фрагментов 
CSe2C, группа сигналов 442–444 м.д. – к фраг-
ментам CSeC, и группа сигналов 452–454 м.д. – к 
фрагментам CSe3C. Имеется также слабый сиг-
нал 481 м.д., который отнесен нами к фрагменту 
CSe4C. Сигналы 542 и 577 м.д. соответствуют 
резонансу ядер селена, находящихся внутри це-
почек Se3 и Se4. 

В соответствии с принципом ЖМКО катионы 
Hg

2+
 и Cd

2+
 относятся к мягким кислотам, а кати-

оны Zn
2+

, Pb
2+

, Cu
2+

 и Ni
2+

 – к кислотам промежу-
точной жесткости. Атомы S, Se и Те выступают в 
качестве мягких оснований, причем их «мяг-
кость» возрастает с увеличением радиуса атома 
и его поляризуемости [1]. На основании теории 
ЖМКО наиболее эффективные координацион-
ные взаимодействия могут наблюдаться для 
ионов ртути и кадмия. В то же время катионы 
промежуточной жесткости легче всего должны 
координировать с серасодержащими олигоме-
рами, координация с атомами селена и теллура 
может быть менее эффективной. Полученные 
результаты качественно подтверждают данные 
заключения: 100%-я эффективность экстракции 
ионов ртути и кадмия (концентрация 10 мг/дм

3
) 

наблюдается как для сера- так и для селенсо-
держащего олигомеров (см. табл. 2 и 3). Подоб-
ная эффективность для катионов цинка и никеля 
отмечается только для серасодержащего олиго-
мера 2а. Это позволяет с достаточной уверенно-
стью предположить, что экстракционное и сорб-
ционное извлечение ионов тяжелых металлов 
при использовании синтезированных олигомеров 
осуществляется, наиболее вероятно, путем об-
разования полимерных комплексов, формирова-
ние которых происходит за счет координации 
донорных атомов халькогенов около иона ме-
талла, выступающего в роли комплексообразо-
вателя. Схематично это можно представить сле-
дующим образом: 

 

O

Y

O

Y

Me
Y

Y

2+

 
 

Структуры комплексов подобного типа об-
суждаются в литературе для полимерных сор-
бентов, содержащих гетероатомы [21, 22]. 

Для подтверждения участия атомов серы и 
селена в координационном взаимодействии с 
ионами металлов использованы методы ИК- и 
ЯМР-спектроскопии. Наблюдаемые в ИК-спектре 

олигомера 2а две сильные полосы C–S (755 и 
666 см

-1
) при комплексообразовании с ионами 

свинца снижают интенсивность и смещаются в 
низкочастотную область (600 и 520 см

-1
). Это свя-

зано с ослаблением связи C–S при координации 
ионов металла с атомами серы. В области прояв-
ления валентных колебаний С–О (1110–1000 см

-1
) в 

спектре наблюдаются только незначительные 
изменения (максимальное смещение 5 см

-1
), что 

может свидетельствовать о слабом участии ато-
мов кислорода в координационном взаимодей-
ствии. В ИК-спектрах селенсодержащего олиго-
мера изменение спектра наблюдается только 
при частоте 454 см

-1
, которая соответствует ва-

лентным колебаниям C–Se. При координации 



Алтынникова Е.Е., Грабельных В.А, Руссавская Н.В. и др. Влияние природы … 
Altynnikova E.E., Grabel’nyh V.A., Russavskaya N.V. et al. The effect of the nature … 

 

 

 
ХИМИЧЕСКИЕ НАУКИ / CHEMICAL SCIENCES 

 
11 

  
 

эта полоса практически исчезает и проявляется 
в виде небольшого плеча на полосе, находящей-
ся за пределом записи прибора, которая суще-
ственно интенсивнее, чем полоса исходного оли-
гомера 3а. В области 1110–1000 см

-1
 изменений 

не происходит, следовательно, участие кислоро-
да в координации для селенсодержащего олиго-
мера практически не проявляется. 

Спектр ЯМР 
77

Se олигомера 3а после экс-
тракции также имеет сложный характер. Однако 
наряду с сигналами, которые наблюдаются в ис-
ходном олигомере, появляется новый сигнал в 
слабом поле невысокой интенсивности при 
640 м.д., который однозначно свидетельствует о 
дезэкранировании части атомов селена за счет 
координации с ионами металла. В спектрах 

1
Н и 

13
С заметных изменений не наблюдается. 

Участие атомов кислорода, входящих в со-
став олигомера и относящихся к жестким основ-
ным центрам, в координации с мягкими кислота-
ми – ионами тяжелых металлов, достаточно 
проблематично. Тем не менее, присутствие этих 
атомов увеличивает гибкость макромолекулы 
(особенно в растворе), что способствует форми-
рованию благоприятной геометрии для комплек-
сообразования. Из химии высокомолекулярных 
соединений

5
 известно, что полимеры, содержа-

щие связи С–С и С–О, обладают повышенной 
гибкостью, которая может быть обусловлена по-
ниженным барьером внутреннего вращения от-
носительно одинарных связей С–С и С–О. Экс-
периментально барьеры внутреннего вращения 
относительно этих связей определены только 
для некоторых низкомолекулярных соединений

6
. 

При этом показано, что барьер вращения отно-
сительно связи С–С в пропане в 1,2 раза больше 
барьера вращения относительно связи С–О в 

диметиловом эфире. Это свидетельствует о по-
вышении гибкости молекул при введении в них 
кислорода. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Халькогенсодержащие олигомеры, синтезиро-

ванные из хлорекса и элементных халькогенов в 
системах гидразингидрат–основание, проявляют 
высокую эффективность по извлечению ионов тя-
желых металлов из водных растворов. Получае-
мые в разных основно-восстановительных систе-
мах олигомеры могут быть использованы либо в 
качестве экстрагентов, либо – сорбентов. 

С позиции принципа ЖМКО рассмотрено 
влияние природы халькогена на экстракционные 
и адсорбционные характеристики олигомеров. 
Ионы, относящиеся к мягким кислотам, эффек-
тивно извлекаются олигомерами любого состава, 
тогда как ионы, имеющие промежуточную жест-
кость, полнее извлекаются серасодержащими 
олигомерами. 

Координация атомов халькогенов относи-
тельно ионов металлов подтверждена методами 
ИК-спектроскопии и ЯМР 

77
Se. 

Атомы кислорода в полимерной цепи прини-
мают слабое участие в комплексообразовании. 
По-видимому, их роль в получении высоких по-
казателей по экстракции и адсорбции сводится к 
увеличению гибкости макромолекул, которая 
обеспечивает благоприятную геометрию для 
комплексообразования. 

Полученные результаты показывают воз-
можность практического использования олиго-
меров, получаемых из доступного сырья, для 
извлечения токсичных тяжелых металлов из тех-
нологических растворов и для очистки сточных 
вод металлоперерабатывающих предприятий. 
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Synthesis of grafted polybutyl acrylate copolymer 
on fish collagen 

 

© Marina A. Uromicheva, Yulia L. Kuznetsova, Natalia B. Valetova, 
Alexandr V. Mitin, Ludmila L. Semenycheva, Оlga N. Smirnova 

 

Lobachevsky State University of Nizhny Novgorod, 
Nizhny Novgorod, Russian Federation 

 

Abstract: Increasingly, scientists are turning to the study of marine, or fish, collagen, which is increasingly 
replacing collagen of terrestrial animals, due to the fact that it is hypoallergenic, since it is 96% identical to 
human protein. Materials based on fish collagen have a number of advantages over their analogue of animal 
origin: it is not a carrier of infectious diseases of animals transmitted to humans, it has a greater structural 
similarity to human collagen, which provides a higher level of biocompatibility. Materials based on collagen 
copolymers with synthetic monomers are promising. The use of hybrid materials also helps to reduce the 
consumption of non-renewable natural resources. Synthesis of grafted collagen copolymers with polybutyl 
acrylate was carried out at azobisisobutyronitrile initiation and triethyl borane – oxygen system initiation un-
der comparable conditions under intensive stirring of aqueous solution dispersion of collagen and butyl acry-
late. After the synthesis, the aqueous and organic phases of the reaction mixture were analyzed by composi-
tion and molecular weight parameters using infrared spectroscopy and size-exclusion chromatography. 
Changes indicating the formation of a copolymer are observed in the copolymer isolated from the aqueous 
phase, more pronounced in the triethyl borane – oxygen system. It is assumed that the formation of copoly-
mer macromolecules for azobisisobutyronitrile and organoelement initiator takes place according to different 
schemes. Schemes for the formation of copolymer macromolecules for AIBN and an organoelement initiator 
are proposed. Only polybutyl acrylate is present in the organic phase. Biological studies were carried out for 
fungal resistance and bactericidal activity of the obtained copolymers. 
 

Keywords: collagen, triethyl borane, butyl acrylate, bactericidal properties, grafted copolymerization 
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Синтез привитого сополимера полибутилакрилата 
на рыбный коллаген 

 

М.А. Уромичева, Ю.Л. Кузнецова, Н.Б. Валетова,  
А.В. Митин, Л.Л. Семенычева, О.Н. Смирнова 

 

Нижегородский государственный университет им Н.И. Лобачевского, 
Нижний Новгород, Российская Федерация 

 

Резюме: Сегодня ученые все чаще обращаются к исследованию морского, или рыбного, коллагена, 
который уверенно вытесняет коллаген наземных животных, ввиду того что он является гипоал-
лергенным, так как на 96% идентичен человеческому белку. Материалы на основе рыбного колла-
гена имеют целый ряд преимуществ по сравнению с аналогом животного происхождения: он не 
является переносчиком инфекционных заболеваний животных, передающихся человеку; имеет 
большее структурное сходство с коллагеном человека, обеспечивающее более высокий уровень 
биосовместимости. Перспективны материалы на основе сополимеров коллагена с синтетиче-
скими мономерами. Использование гибридных материалов, кроме того, позволяет снизить по-
требление невозобновляемых природных ресурсов. Синтез привитого сополимера полибутилак-
рилата на коллаген проводили при инициировании динитрилом азоизомасляной кислоты и иниции-
рующей системы триэтилборан–кислород в сравнимых условиях при интенсивном перемешивании 
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дисперсии водного раствора рыбного коллагена и бутилакрилата. После проведения синтеза вод-
ную и органическую фазу реакционной смеси анализировали по составу и молекулярно-массовым 
параметрам методами инфракрасной спектроскопии и гель-проникающей хроматографии. В вы-
деленном из водной фазы сополимере наблюдались изменения, свидетельствующие об образова-
нии сополимера, в случае системы триэтилборан–кислород более ярко выраженные. Выдвинуто 
предположение, что формирование макромолекул сополимера для динитрила азоизомасляной кис-
лоты и элементорганического инициатора проходит по разным схемам. Предложены схемы фор-
мирования макромолекул сополимера для динитрила азоизомасляной кислоты и элементорганиче-
ского инициатора. В выделенной органической фазе присутствует только полибутилакрилат. 
Также были проведены биологические исследования полученных сополимеров на фунгицидные 
свойства и бактерицидную активность. 
 

Ключевые слова: коллаген, триэтилборан, бутилакрилат, бактерицидный полимер, привитая 
сополимеризация  
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INTRODUCTION 
The use of secondary resources of the food in-

dustry is an important task. Waste from the fishing 
industry: skin, fins, tail contains collagen [1, 2]. Ma-
terials based on fish collagen have a number of ad-
vantages compared to the analogue of animal 
origin: first of all, it is a greater structural similarity 
with human collagen, providing a higher level of bio-
compatibility [1, 3–5].  

Hybrid materials with the inclusion of collagen 
and polymers of another nature are widely used in 
medicine [6, 7], pharmacy [8], cosmetology [9, 10]. 
To obtain copolymers of collagen and its denaturant 
– gelatin with synthetic monomers, radical initiators 
of various nature are most often used [11–13], in-
cluding trialkyl boranees [14–16]. Grafted copoly-
mers [17] of polymethyl methacrylate and gelatin in 
aqueous dispersion were synthesized and charac-
terized in the presence of tributyl borane and traces 
of oxygen. In terms of practical use, it is important 
that samples of the new material are biodecom-
posed, i.e. have the destruction prospect in the 
presence of microorganisms. 

The aim of this work is the synthesis of grafted 
copolymer of polybutyl acrylate (PBA) with fish col-
lagen in the presence of various initiators: azobisi-
zobutyronitrile (AIBN) and the initiating triethyl bo-
rane (TEB) – oxygen system. The main task of the 
research is to determine the composition of grafted 
copolymers and molecular weight characteristics.   

 
EXPERIMENTAL PART 
Preparation of initial materials for the experi-

ment. The initial collagen was isolated from cod skin 
in the form of acetic dispersion by the method [18].  

Butyl acrylate (BA) for purification from the inhib-
itor was washed with 5% soda solution and then 
with distilled water to a neutral medium. The washed 

butyl acrylate was dried with anhydrous sodium sul-
fate and further purified by vacuum distillation.  

AIBN was purified from impurities by recrystalli-
zation of this initiator from alcohol solution. To do 

this, it was dissolved in ethyl alcohol at 40 ℃ in a 
water bath. The hot solution was filtered and then 
cooled to recrystallize AIBN. The lade-down crystals 
were dried in a vacuum at 25 ºC. 

To improve the safety of operation and storage, 
TEB was used in combination with hexamethylene 
diamine, which releases the initiator in the acidic 
reaction medium. 

Fish collagen extraction method. Collagen was 
extracted from the cod skin, which was cleaned of 
scales, lumps of muscle tissue and fat, washed with 
distilled water, frozen. The raw cod skin was 
cleaned of scales, lumps of muscle tissue and fat, 
washed with water and frozen. Prepared and frozen 
raw materialwas crushed with scissors and placed in 
3% acetic acid for a day at 25 ºC, after which the 
resulting the collagen dispersion was separated us-
ing a filter with a pore size of 1 μm from parts of the 
crushed fish skin and other impurities. We used the 
isolated aqueous solution of collagen in 3% acetic 
acid. The mass fraction of collagen in the resulting 
solution is 8%. 

Method of butyl acrylate copolymer synthesis 
with collagen. Synthesis of collagen and butyl acry-
late copolymers with both initiators was carried out, 
as follows. The mixture of aqueous 3% solution of 
collagen and butyl acrylate in a weight ratio of 1:1 
was bubbled by argon for 15 minutes at room tem-
perature and intensive stirring before synthesis. The 
initiator in amount of 1% from weight of collagen 
was added to mixture and quickly heated to 50 ℃, 
without ceasing to stir intensively. The synthesis 
was carried out for 1 hour in an argon atmosphere. 
The organic phase was separated from the aqueous 
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layer by decantation. The copolymer is in the aque-
ous phase. 

Method of composition determining of the aque-
ous phase of butyl acrylate copolymer with collagen. 
The composition of the obtained materials was stud-
ied using infrared (IR) spectroscopy. IR spectropho-
tometer "IRPrestige-21" manufactured by Shimadzu, 
Japan, was used to record IR spectra of absorption. 
Films on the KBr plate were prepared to record the 
IR spectrum. The spectra interpretation was carried 
out independently. 

Method of composition determining of the organ-
ic phase of butyl acrylate copolymer with collagen. 
The organic layer of the synthesized copolymers 
was investigated in a chloroform solution by IR-
Fourier-transform spectrophotometer Shimadzu 
FTIR-8400S in КВr cells with an optical path length 
of 0.26 mm in the wave number range 5500–
550 cm

-1
, the error in the determination did not ex-

ceed ±0.05 cm
-1

. The copolymer composition was 
determined using a calibration graph on the charac-
teristic peak area of the analytical band at 1726 cm

-1
, 

which corresponds to the presence of a carbonyl 
group. The proportion of butyl acrylate was calculat-
ed according to the intensity of this band. 

The calibration curve was plotted in the absorp-
tion intensity (optical density) – concentration axes 
(Fig. 1) by absorption of poly methyl methacrylate 
(PMMA) solution. This method used MMA, not BA 
due to polybutyl acrylate is insoluble. 

 

 
 

Fig. 1. Calibration curve for determining  
the copolymers composition 
 

Рис. 1. Градуировочный график для определения  
состава сополимеров 

 
Spectra of PMMA solutions in chloroform of pre-

cisely known concentration (0.2–1.0% PMMA) were 
integrated to plot the curve. Absorption intensity was 
determined by the “baseline” method [19]. The error 
in determining the concentration of fragments in the 
copolymer was ±5%. 

The calculation of PBA mass fraction in the co-
polymer organic layer was carried out according to 
the formula: 

 

ω(BА) = 
М(BА)

М(ММА)
×

D

1,095
×

m(BА)

𝑚(CHCl3)
, were. 

 

D is the optical density of polymethyl methacry-
late, M(BA) is the molar mass of butyl acrylate, 
m(BA) is the mass of butyl acrylate, M(MMA) is the 
molar mass of methyl methacrylate, according to 
which the calibration graph was used, m(CHCl3)  is 
the mass of chloroform in which the solution was 
prepared, 1.096 is the slope of the calibration curve. 

The experiment showed that 100% PBA is 
formed in the organic layer when both initiators are 
used. 

Analysis of molecular weight characteristics of 
the copolymer of butyl acrylate with collagen. The 
molecular weight characteristics of collagen and 
collagen-containing copolymers were studied by 
size-exclusion chromatography (SEC). This method 
is based on the molecule separation by volume siz-
es. Sample preparation was carried out by filtration 
using nozzle membranes Millipore Millex-LCR 
(PTFE 0.45 µm). To do this, a disposable syringe 
filled with a collagen aqueous solution was fitted 
with a nozzle membrane Millipore Millex-LCR and 
filtered at a rate of about 1.2 ml/min. 

Method for determining fungal resistance and 
bactericidal activity. Tests for fungal resistance were 
carried out in accordance with GOST 9.049-91 “Uni-
fied system of corrosion and ageing protection. Po-
limer materials and their components. Methods of 
laboratory tests for mould resistance”. Microscopic 
fungi, active destructors of polymeric materials, 
were used as test cultures: Aspergillus niger, As-
pergillus terreus, Aspergillus oryzae, Chaetomium 
globosum, Paecilillomyces variotium Penicillium cy-
cloryspium, Penicillium funiculosum, Trichoderma 
viride. Samples were placed in Petri dishes. Then 
the surface of the samples was inoculated with a 
suspension of micromycete spores and the Petri 
dishes with the samples were placed in a thermo-
stat. The test duration is 28 days at a temperature of 
29±2 ºC and a humidity of more than 90%. 

The bactericidal activity was determined in 
relation to the association of test cultures of 
bacteria: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, 
Pseudomona aeruginosa, Bacillus subtilis. The 
presence of bactericidal properties was assessed by 
the size of the zone of inhibition of bacterial growth 
around the test object placed on an agar MPA 
medium. Cultivation conditions – in a thermostat at 
37 ºC. Exposure time – 24 hours. 

 
RESULTS AND DISCUSSION 
In connection with stated objective, the synthesis 

of grafted collagen copolymers with PBA was carried 
out at the AIBN initiation and the TEB-oxygen initiating 
system under comparable conditions. After the syn-
thesis, the resulting copolymer was separated by de-
cantation into an organic viscous layer and a liquid 
aqueous layer. 100% of homopolybutyl acrylate was 
found in the viscous organic phase. 
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The IR spectra of the samples isolated from the 
aqueous phase for the studied initiators are shown 
in Fig. 2 and Fig. 3 in comparison with the IR spec-
tra of collagen and PBA. For the sample from the 
reaction mixture using the AIBN initiator, as in the 
case of the TEB initiator, a change is observed 
compared to the IR spectra of the original collagen 
and PBA. 

Molecular weight (MW) characteristics of sam-
ples with different initiators isolated from the aque-
ous phase are presented in the form of molecular 
weight distribution MWD curves (Fig. 4, 5) and MW 
values in Table.  

The MWD curves for samples obtained under 
different conditions are offset with respect to the 
collagen MWD curve. In the case of copolymeriza-
tion initiation by the TEB – oxygen system, this off-
set is more noticeable. Presumably this indicates a 

greater proportion of PBA grafting to collagen when 
initiated by an organometallic initiator. These data 
are confirmed by the values of MW of grafted copol-
ymer, obtained using the TEB – oxygen system: 
they are higher than the original collagen by a 
greater amount than in the case of AIBN. 

The obtained data testify that BA grafting to col-
lagen in the presence of the TEB – oxygen system 
is more visible than for AIBN. This may be due to 
the fact that both upon initiation with a metal-
containing initiator and AIBN, grafting is carried out 
(2) due to the abstraction of a hydrogen atom by an 
active radical (R ●, RO ●) from a collagen macro-
molecule (1) by active radicals formed in the case of 
AIBN due to thermal decomposition of the initiator, 
or due to the oxidation of thermopile according to 
the known scheme [20].  

 

 
 

Fig. 2. Infrared spectra of collagen (1), collagen and BA copolymer initiated by azobisisobutyronitrile (2), 
and polybutyl acrylate (3) 

 

Рис. 2. Инфракрасные спектры коллагена (1); сополимера, инициированного динитрилом азоизомасляной кислоты (2); 
полибутилакрилат (3) 

 
 

 
 

Fig. 3. Infrared spectra of collagen (1), collagen and BA copolymer initiated by the system triethyl borane – oxygen (2),  
and poly butyl acrylate (3) 

 

Рис. 3. Инфракрасные спектры коллагена (1), сополимера, инициированного системой триэтилборан – кислород (2),  
и полибутилакрилат(3) 

4 4,5 5 5,5 6 6,5

1 2
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Fig. 4. Collagen (1) weight distribution and copolymer of collagen and butyl acrylate 
in the presence of azobisisobutyronitrile (2) 

 

Рис. 4. Молекулярно-массовое распределение коллагена (1) и сополимера коллагена и бутилакрилата 
в присутствии динитрила азоизомасляной кислоты (2) 

 
 

 
 

Fig. 5. Collagen (1) weight distribution and copolymer of collagen and BA 
in the presence of the system triethyl borane – oxygen (2) 

 

Рис. 5. Молекулярно-массовое распределение коллагена (1) и сополимера коллагена и БА 
в присутствии системы триэтилборан – кислород (2) 

 
 

Collagen molecular weight characteristics and copolymers of collagen and butyl acrylate  
in the presence of azobisisobutyronitrile and the system triethyl borane – oxygen 
 

Молекулярно-массовые характеристики коллагена и сополимеров коллагена и бутилакрилата  
в присутствии динитрила азоизомасляной кислоты и системы триэтилборан – кислород 
 

Polymer 
MWD 

Мn·10
-3

 Mw·10
-3

 Mw/Mn 

Collagen 182 228 1.3 
Copolymer with azobisisobutyronitrile initiator 189 238 1.3 
Copolymer with the system triethyl borane – oxygen initiator 239 291 1.2 

4 4,5 5 5,5 6 6,5

1 2
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(1) 

 

(2) 

 (3) 

 (4) 

 (5) 

 

(6) 

 
However, when the TEB – oxygen system initi-

ates the interaction of TEB with collagen (7) or a 
boroxyl radical formed according to the scheme: (6) 

with a growing radical, a labile bond is formed, along 
which the growth of the chain can pass through the 
mechanism of reversible inhibition (8) [21, 22].  

 

 

(7) 

 

(8) 

 
Chain breakage by quadratic breakage of grow-

ing radicals leads to breakage of the polymer chain.  
 
CONCLUSION 
Grafted collagen copolymers with polybutyl acry-

late were obtained in the aqueous phase of disper-
sion of aqueous collagen solution and butyl acrylate 
at initiation of AIBN and TEB – oxygen initiation sys-
tem. The copolymers were characterized on the 

composition and molecular weight parameters using 
IR spectroscopy and SEC. In case of the TEB – ox-
ygen system, butylacrylate grafting is more pro-
nounced. The scheme for the formation of copoly-
mer macromolecules to organoelement and AIBN 
initiator were proposed.  

These compositions can be used as mushroom 
resistant and bactericidal materials. 
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Применение логарифмических диаграмм 
при оценке равновесных концентраций всех частиц 

в кислотно-основной системе 
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Резюме: До недавнего времени равновесные концентрации в кислотно-основных системах ввиду 
отсутствия иных приемлемых подходов изучались с привлечением метода измерения лишь рН 
раствора. В отношении неводных растворов данный метод не может быть использован. Извест-
но, что на ионную силу раствора, являющуюся основополагающей составляющей при оценке ко-
эффициента активности и термодинамической константы диссоциации электролита, оказыва-
ют влияние присутствующие в системе ионы, концентрация которых переменна в процессе вза-
имодействия в водных и в более сложных неводных растворах, значительно отличающихся свои-
ми физико-химическими свойствами (температура кипения, строение, диэлектрическая проница-
емость, константа автопротолиза, сольватирующая способность, дипольный момент, вязкость 
и др.). Между тем для более объективных, более обоснованных оценок кислотно-основных взаимо-
действий помимо активности ионов водорода требуется корректный учет равновесных концен-
траций всех частиц в растворе, влияющих на ионную силу раствора. На основании известных за-
кона действующих масс и уравнений, выражающих равновесные процессы, ионное произведение 
растворителя, электронейтральность и материальный баланс в растворе, выведены соответ-
ствующие уравнения и предложен метод, позволяющий учесть влияние концентраций всех частиц 
в системе (не только ионов водорода – рН), в немалой степени влияющих на свойства кислотно-
основной равновесной системы. Данный метод также позволяет выразить зависимость равно-
весных концентраций всех участников процесса от состояния среды (исследуемого раствора), 
определяемой разными химическими и инструментальными методами в логарифмических коорди-
натах, дающих возможность непосредственной оценки равновесных концентраций всех присут-
ствующих в системе частиц. 
 

Ключевые слова: кислотно-основные системы, равновесные концентрации всех частиц, лога-
рифмическая диаграмма, дифференцирующий растворитель, ацетон 
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The application of logarithmic charts when evaluating 
the equilibrium concentrations of all particles 

in acid-base systems 
 

Boris B. Tanganov 
 

East Siberian State University of Technology and Management, 
Ulan-Ude, Russian Federation 

 

Abstract: Until recently, due to the absence of other suitable approaches, equilibrium concentrations in acid-
base systems have been studied exclusively by measuring the pH of a solution. However, this method can-
not be used for organic (non-aqueous) solvent solutions. It is known that the ionic strength of a solution, 
which is a fundamental component in assessing the activity coefficient and the thermodynamic dissociation 
constant of an electrolyte, is influenced by the ions present in the system. The concentration of these ions is 
variable during interactions in aqueous and more complex non-aqueous solutions, which differ significantly in 
their physicochemical properties (boiling temperature, structure, permittivity, autoprotolysis constant, solvat-
ing ability, dipole moment, viscosity, etc.). Meanwhile, in order to obtain more objective and valid estimates 
of acid-base interactions, in addition to the activity of hydrogen ions, appropriate account should be taken of 
the equilibrium concentrations of all particles in the solution, which affect its ionic strength. In this article, on 
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the basis of the law of mass action and equations describing equilibrium processes, the ionic product of a 
solvent, electrical neutrality and material balance in a solution, the corresponding equations were derived 
and a method was proposed for considering the effect of the concentrations of all particles in the system (not 
only hydrogen ions – pH), significantly affecting the properties of acid-base equilibrium systems. The pro-
posed method can also be used to obtain the dependence of the equilibrium concentrations of all process 
substances on the state of the medium (test solution), determined by various chemical and instrumental 
methods in logarithmic coordinates, which makes it pos-sible to directly assess the equilibrium concentra-
tions of all particles present in the system. 
 

Keywords: acid-base systems, equilibrium concentrations of all particles, logarithmic chart, differentiating 
solvent, acetone 
 

For citation: Tanganov BB. The application of logarithmic charts when evaluating the equilibrium concentra-
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ceedings of Universities. Applied Chemistry and Biotechnology.  2021;11(1):26–33.  (In Russian) https://doi. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Целью исследования являлось: изучение по-

ведения двухкомпонентной смеси в дифферен-
цирующем растворителе (ацетон) в отличие от 
нивелирующего (например, вода); разработка 
модели оценки равновесных концентраций всех 
частиц в системе с привлечением логарифмиче-
ских диаграмм «активность ионов лиония – ве-
личины равновесных концентраций компонентов 
смеси»; определение термодинамических кон-
стант диссоциации хлороводородной и хлорук-
сусной кислот при совместном присутствии в 
растворе. 

 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Методом потенциометрического титрования 

построена интегральная кривая смеси хлорово-
дородной и хлоруксусной кислот, соответствую-
щая раздельной нейтрализации обеих кислот с 
константами диссоциации, отличающимися до-
статочной разницей в рК (∆рК > 3). Построена 
логарифмическая диаграмма для непосред-
ственной оценки равновесных концентраций ча-
стиц в любой точке титрования и проследить за 
динамикой их изменения [1]. 

В водных растворах рН среды можно изме-
рить напрямую с помощью стеклянного электро-
да. В среде органического растворителя такое 
невозможно, поэтому для измерения активности 
ионов лиония применяют более сложный элек-
трометрический метод, основанный на предва-
рительной оценке стандартного потенциала по 
измерению электродвижущей силы (ЭДС) цепи 
без переноса [2–4]: 

 

Стеклянный электрод/HClO4/AgCl/Ag.       (I) 
 

Измерения ЭДС и потенциометрическое тит-
рование в среде ацетона осуществляли при 

25,00,2 ºС на рН-метре-милливольтметре 
Metrohm-632 (Швейцария). Водородная (вернее, 
лиониевая) функция стеклянного электрода про-
верена в широком диапазоне ра(ROH

+
) мето-

дом
1
, основанном на измерении рН (или Е, В в 

зависимости от природы растворителя) в ряде 
буферных растворов от сильнокислой до силь-
ноосновной среды с сохранением градиента с 
угловым коэффициентом 59мВ/lgа(Н

+
) при 25 ºС. 

Растворитель очищен и обезвожен по известным 
методикам [5]. Содержание воды, определенное 
модифицированным методом К. Фишера

2
, не 

превышало для ацетона 0,05% масс. 
ЭДС исследуемой цепи (I) без переноса опи-

сывается следующим уравнением [2–4]: 
 

E = E0 - (2,3RT/zF)lg а(H
+
)а(A),          (1) 

 
где Е0 – стандартный потенциал цепи без пере-
носа (I); а(H

+
) – активность сольватированного 

протона (лиония H2ClO4
+
); а(A

-
) – активность 

сольватированного аниона – лиата (перхлорат-
ионов). Активности лиония, лиата и недиссоции-
рованных молекул упрощены и представлены в 
разбавленных растворах в виде концентраций. 

В табл. 1 приведены данные измерения ЭДС 
цепи (I) в среде ацетона (E, В) в зависимости от 
моляльной концентрации хлорной кислоты m, а 
также результаты оценки степени диссоциации 
HClО4 (α) и исходные величины (E’) для расчета 
стандартного потенциала цепи, I [2, 3]. 

Степень диссоциации хлорной кислоты α мо-
жет быть оценена по уравнению (1), а также по 
приведенному ниже [2, 3]: 

 
*

0lg(1 ) ( θlg ) / θизмE E m    .             (2) 
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2
Танганов Б.Б. Биамперометрическое определение содержания воды в неводных растворителях – 

модифицированный метод К. Фишера // Химия и химическая технология: сб. ст. С. 46–50. (Рукопись 
депонирована в ОНИИТЭХИМ: Черкассы. 1984. № 976хп-Д84). 
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Таблица 1. Изменение электродвижущей силы цепи (I) в зависимости от моляльной концентрации  
хлорной кислоты (m, моль HClO4/1000 г ацетона) и данные для определения Е0 цепи (I) 
Table 1.  Change in the electromotive force of the chain (I) depending on the mole concentration  

of perchloric acid (m, mol HClO4/1000 g of acetone) and data for determining the Е0 of the chain (I) 
 

m E, B α (HClO4) -0,0595lg (mα) (mα)0,5 E’ 

0,0243750 0,523 0,9265 -0,09795 0,1503 0,6209 
0,0121875 0,518 0,9554 -0,11506 0,1079 0,6331 
0,0060937 0,514 0,9740 -0,13250 0,0770 0,6465 
0,0030468 0,509 0,9842 -0,15012 0,0547 0,6591 
0,0015234 0,504 0,9904 -0,16787 0,0388 0,6719 
0,0007617 0,496 0,9935 -0,18570 0,0275 0,6817 

 

Величина 
*

0Е , равная разности 
*

а 4 0 θp ( )Eо K HClO E   (где θ 2,3 /RT F  ), 

определена по авторской компьютерной про-

грамме по зависимости (lg )измE f m  при lg 

mα = 0. Получена величина *

0Е  = 0,5515 с коэф-

фициентом регрессии r = 0,9936 [6].  
Значение стандартного потенциала цепи (I) 

определено по приближению функции 
' 0,5( )E f m  (см. табл. 1) при ( ) 0m  , где 

 
' θlg( )измE E m  . 

3/2

0,5

' 14,876 ( ) 6,8269 ( )

1,3006 ( ) 0,7042

E m m

m

 



    

  
 

r = 0,9999. 
 

Таким образом, получена величина стан-
дартного потенциала цепи (I) Е0 в среде ацетона, 
равная 0,7042 В. Также отметим, что показатель 
константы диссоциации хлорной кислоты в аце-
тоне, оцененный по известному уравнению 
Нернста, равен:  

 

а 4p ( ) (0,7042 0,5515) / 0,0595 2,566 K HClO    . 

 

Растворитель относится к дифференцирую-
щим, если в его среде компоненты смеси отли-
чаются по показателям констант диссоциации на 
более чем на 3 порядка [3, 4].  

В последнее время для анализа и построе-
ния кривых титрования все чаще применяются 
расчетные и модельные представления и разно-
го рода приближения [7–9]. Кроме того, некото-
рые исследователи для расчетов применяют 
компьютерное моделирование при оценке кис-
лотно-основных равновесий [10–12], при постро-
ении интегральных и дифференциальных кри-
вых титрования [13–15]. 

На рис. 1 представлена интегральная кривая 
титрования 20 мл смеси 0,0155 н. хлороводо-
родной (приготовленной насыщением ацетона 
сухим хлористым водородом) и 0,02085 н. хло-
руксусной кислот 0,06151 н. гидроксидом тетра-
бутиламмония (ГБТА) в среде ацетона.  

Как видно из рис. 1, кривая характеризуется 
наличием двух скачков потенциала, соответ-
ствующих раздельной нейтрализации кислот HCl 
(Vэ1 = 2,52 мл) и ClCH2COOH (Vэ2 = 5,91 мл). 

 
 

Рис. 1. Кривая титрования 20 мл смеси кислот  
HCl + ClCH2COOH раствором гидроксида  
тетрабутиламмония в среде ацетона 
 

Fig. 1. Titration curve of 20 ml mixture of HCl + ClCH2COOH 
acids with tetrabutylammonium  
hydroxide in acetone medium 

 
В табл. 2 приведены данные потенциометриче-

ского титрования HCl и ClCH2COOH раствором ГТБА. 

В последующем по уравнению a(Н2М
+
) =10

(Еизм – Ео)/  

[2] рассчитывается активность ионов лиония а(Н2М
+
) 

(колонка 3 табл. 2). В колонках 5–8 табл. 2 приведены 
значения ионной силы и соответствующие коэффи-
циенты активности, а в колонках 9 и 10 – рассчитан-
ные константы диссоциации обеих кислот. 

Математическая обработка данных, пред-
ставленных в колонках 9 и 10 табл. 2 (по 65 зна-
чениям), приводит к показателям термодинами-
ческих констант диссоциации кислот HCl и 
ClCH2COOH: pK1 = 4,634, pK2  = 12,040 (средние 
из 65 значений). 

Наличие двух последовательных скачков 
нейтрализации обеих кислот, разность 
∆рК = 12,040 - 4,634 = 7,406, значительно пре-
вышающая 3,000 свидетельствует о дифферен-
цирующем свойстве ацетона (см. рис. 1).  

Вывод уравнений для определения концен-
траций lg[HA1], lg[A

-
], lg[H2A], lg[A

2-
] двухкомпо-

нентной смеси рассмотрен в работе [1], коэффи-
циенты активности рассчитаны по известному 
уравнению Дэвиса. 
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Таблица 2. Результаты титрования 20 мл смеси 0,0155 н. HCl (Vэ1 = 2,52 мл) и 0,02085 н.  

ClCH2COOH (НА1 + НА2) в ацетоне 0,06151 н. раствором ГБТА и данные для оценки показателей  
термодинамических констант компонентов смеси 
Table 2. Results of titration of 20 ml of the mixture 0.0155 n. HCl (Ve1 = 2.52 ml) and 0.02085 n.  

ClCH2COOH (НА1 + НА2) in acetone with 0.06151 n. HBTA solution and data for evaluating  
the thermodynamic constants of the mixture components 
 

V, мл 
ГТБА/ 
ацетон 

Еизм, В a(Н2М
+) pa(Н2М

+) I(A-) I(А2
--) lg f1 lg f2 

pK1 

(уравн. (7)) 
pK2 

(уравн.(8)) 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

0,1 0,523 0,000849 3,071186 0,03760 1,0829E-05 -0,60292 -0,60299 4,412920 11,62309 
0,2 0,519 0,000726 3,138983 0,04065 1,1053E-05 -0,62289 -0,62296 4,432889 11,69306 
0,3 0,515 0,000621 3,206780 0,04395 1,1950E-05 -0,64338 -0,64345 4,453383 11,71355 
0,4 0,511 0,000531 3,274576 0,04752 1,2920E-05 -0,66441 -0,66448 4,474405 11,73458 
0,5 0,508 0,000473 3,325424 0,05039 1,3699E-05 -0,68052 -0,68060 4,490522 11,75070 
0,6 0,506 0,000437 3,359322 0,05239 1,4244E-05 -0,69143 -0,69151 4,501434 11,76161 
0,7 0,501 0,000360 3,444068 0,05776 1,5704E-05 -0,7193 -0,71938 4,529303 11,78948 
0,8 0,498 0,000320 3,494915 0,06124 1,6651E-05 -0,73643 -0,73651 4,546429 11,80661 
0,9 0,495 0,000285 3,545763 0,06494 1,7655E-05 -0,75386 -0,75394 4,563861 11,82404 
1,0 0,491 0,000243 3,613559 0,07021 1,9088E-05 -0,77758 -0,77766 4,587579 11,84776 
1,1 0,486 0,000200 3,698305 0,07740 2,1044E-05 -0,80799 -0,80808 4,617991 11,87818 
1,2 0,481 0,000165 3,783051 0,08534 2,3201E-05 -0,83925 -0,83934 4,649253 11,90944 
1,3 0,477 0,000141 3,850847 0,08803 2,5085E-05 -0,84937 -0,84946 4,659371 11,91956 
1,4 0,473 0,000121 3,918644 0,08803 2,7121E-05 -0,84937 -0,84947 4,659371 11,91957 
1,5 0,469 0,000103 3,986441 0,08803 2,9323E-05 -0,84937 -0,84948 4,659371 11,91958 
1,6 0,466 9,18E-05 4,037288 0,08803 3,1091E-05 -0,84937 -0,84949 4,659371 11,91959 
1,7 0,461 7,55E-05 4,122034 0,08803 3,4277E-05 -0,84937 -0,84950 4,659371 11,91960 
1,8 0,455 5,97E-05 4,223729 0,08803 3,8534E-05 -0,84937 -0,84951 4,659371 11,91961 
1,9 0,451 5,11E-05 4,291525 0,08803 4,1663E-05 -0,84937 -0,84953 4,659371 11,91963 
2,0 0,449 4,73E-05 4,325424 0,08803 4,3321E-05 -0,84937 -0,84953 4,659371 11,91963 
2,1 0,445 4,04E-05 4,39322 0,08803 4,6838E-05 -0,84937 -0,84955 4,659371 11,91965 
2,2 0,439 3,2E-05 4,494915 0,08803 5,2655E-05 -0,84937 -0,84957 4,659371 11,91967 
2,3 0,435 2,74E-05 4,562712 0,08803 5,6930E-05 -0,84937 -0,84958 4,659371 11,91968 
2,4 0,415 1,25E-05 4,901695 0,08803 8,4107E-05 -0,84937 -0,84968 4,659371 11,91978 
2,5 0,312 2,25E-07 6,647458 0,08803 0,0006276 -0,84937 -0,85170 4,659371 11,92180 
2,6 0,238 1,25E-08 7,901695 0,08803 0,0026597 -0,84937 -0,85916 4,659371 11,92926 
2,7 0,125 1,52E-10 9,816949 0,08803 0,02412457 -0,84937 -0,93128 4,659371 12,00138 
2,8 0,103 6,46E-11 10,18983 0,08803 0,0370595 -0,84937 -0,96987 4,659371 12,03997 
2,9 0,096 4,92E-11 10,30847 0,08803 0,0424837 -0,84937 -0,98516 4,659371 12,05526 
3,0 0,090 3,89E-11 10,41017 0,08803 0,0477606 -0,84937 -0,99957 4,659371 12,06967 
3,1 0,088 3,6E-11 10,44407 0,08803 0,0496613 -0,84937 -1,00465 4,659371 12,07475 
3,2 0,085 3,2E-11 10,49492 0,08803 0,0526553 -0,84937 -1,01255 4,659371 12,08265 
3,3 0,081 2,74E-11 10,56271 0,08803 0,0569299 -0,84937 -1,02361 4,659371 12,09371 
3,4 0,078 2,43E-11 10,61356 0,08803 0,0603621 -0,84937 -1,03231 4,659371 12,10241 
3,5 0,075 2,17E-11 10,66441 0,08803 0,0640012 -0,84937 -1,04136 4,659371 12,11146 
3,6 0,071 1,85E-11 10,7322 0,08803 0,0691969 -0,84937 -1,05399 4,659371 12,12409 
3,7 0,068 1,65E-11 10,78305 0,08803 0,0733686 -0,84937 -1,0639 4,659371 12,13400 
3,8 0,064 1,41E-11 10,85085 0,08803 0,0793247 -0,84937 -1,07771 4,659371 12,14781 
3,9 0,061 1,25E-11 10,90169 0,08803 0,0841070 -0,84937 -1,08851 4,659371 12,15861 
4,0 0,058 1,12E-11 10,95254 0,08803 0,0891776 -0,84937 -1,09971 4,659371 12,16981 
4,1 0,055 9,92E-12 11,00339 0,08803 0,0945540 -0,84937 -1,11131 4,659371 12,18141 
4,2 0,052 8,83E-12 11,05424 0,08803 0,1002544 -0,84937 -1,12332 4,659371 12,19342 
4,3 0,049 7,85E-12 11,10508 0,08803 0,1021021 -0,84937 -1,12715 4,659371 12,14705 
4,4 0,045 6,72E-12 11,17288 0,08803 0,1021021 -0,84937 -1,12715 4,659371 12,19705 
4,5 0,041 5,75E-12 11,24068 0,08803 0,1021021 -0,84937 -1,12715 4,659371 12,19705 
4,6 0,038 5,11E-12 11,29153 0,08803 0,1021021 -0,84937 -1,12715 4,659371 12,19705 
4,7 0,035 4,55E-12 11,34237 0,08803 0,1021021 -0,84937 -1,12715 4,659371 12,19705 
4,8 0,031 3,89E-12 11,41017 0,08803 0,1021021 -0,84937 -1,12715 4,659371 12,19705 
4,9 0,028 3,46E-12 11,46102 0,08803 0,1021021 -0,84937 -1,12715 4,659371 12,19705 
5,0 0,025 3,08E-12 11,51186 0,08803 0,1021021 -0,84937 -1,12715 4,659371 12,19705 
5,1 0,022 2,74E-12 11,56271 0,08803 0,1021021 -0,84937 -1,12715 4,659371 12,19705 
5,2 0,019 2,43E-12 11,61356 0,08803 0,1021021 -0,84937 -1,12715 4,659371 12,19705 
5,3 0,015 2,08E-12 11,68136 0,08803 0,1021021 -0,84937 -1,12715 4,659371 12,19705 
5,4 0,012 1,85E-12 11,73220 0,08803 0,1021021 -0,84937 -1,12715 4,659371 12,19705 
5,5 0,009 1,65E-12 11,78305 0,08803 0,1021021 -0,84937 -1,12715 4,659371 12,19705 
5,6 -0,015 6,46E-13 12,18983 0,08803 0,1021021 -0,84937 -1,12715 4,659371 12,19705 
5,7 -0,065 9,18E-14 13,03729 0,08803 0,1021021 -0,84937 -1,12715 4,659371 12,19705 
5,8 -0,115 1,30E-14 13,88475 0,08803 0,1021021 -0,84937 -1,12715 4,659371 12,19705 
5,9 -0,195 5,75E-16 15,24068 0,08803 0,1021021 -0,84937 -1,12715 4,659371 12,19705 
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6,0 -0,244 8,49E-17 16,07119 0,08803 0,1021021 -0,84937 -1,12715 4,659371 12,19705 
6,1 -0,259 4,73E-17 16,32542 0,08803 0,1021021 -0,84937 -1,12715 4,659371 12,19705 
6,2 -0,265 3,74E-17 16,42712 0,08803 0,1021021 -0,84937 -1,12715 4,659371 12,19705 
6,3 -0,285 1,71E-17 16,76610 0,08803 0,1021021 -0,84937 -1,12715 4,659371 12,19705 
6,4 -0,298 1,03E-17 16,98644 0,08803 0,1021021 -0,84937 -1,12715 4,659371 12,19705 
6,5 -0,303 8,49E-18 17,07119 0,08803 0,1021021 -0,84937 -1,12715 4,659371 12,19705 

 
Логарифмическая диаграмма дает значения 

равновесных концентраций всех компонентов 
кислотно-основной системы в зависимости от -
lga(Н

+
) и этим выгодно отличается от представ-

ления интегральной кривой [7–9], не позволяю-
щей оценить равновесные концентрации частиц 
[16–22].  

Кривые (ряды), приведенные на диаграмме -
lga(Н

+
) - С (рис. 2), построены на основании 

уравнений, в которых концентрации СНА и СА
-
 

являются функцией -lga(Н
+
) (косвенно – величи-

нами Еизм). При решении их относительно СНА и 
затем относительно СА

-
  получают следующие 

уравнения [1]: 
 

СНА = С0СН
+
/(CH

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

+
) =  

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

];                     (3) 
 

СA- = C0Ka/(CH
+
+Ka) = C0/(1+CH

+
/Ka) =  

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

].                     (4) 
 

Логарифмирование уравнения (3) приводит к 
уравнению следующего вида: 

 
lgСHA = lgС0 - lg[1+10

(pH -pKa)
],              (5) 

 
а уравнения (4) – к выражению  
 

lgСA- = lgС0 - lg[1+10
(pKa-pH)

].               (6) 
 
Представленная на рис. 1 интегральная кри-

вая титрования смеси двух кислот [6–8] преобра-
зована в логарифмическую диаграмму, которая 
дает возможность оценить равновесные концен-
трации частиц [HCl], [Cl

-
], [ClCH2COOH], 

[ClCH2COO
-
] (уравнения (3)–(6)) во всем диапа-

зоне изменения ра(Н2М
+
) – иона лиония. Кроме 

того, уравнения (5) и (6) с учетом ионной силы и 
коэффициентов активности по Дэвису могут 
быть преобразованы для расчетов термодина-
мических констант диссоциации рассматривае-
мых кислот в следующие уравнения: 

 
pK1 = pKHCl  =  pa(Н2М

+
) – lgCA1

-
- lgf

-
A

-
+ lg C0   (7) 

 
pK2 = pKCl CH2COOH =  pa(Н2М

+
) – lgCA2

-
+ 

+ lgf
-
A1

-
+ lg C0                          (8) 

 
Обычно стандартные электрометрические и 

другие методы определения констант диссоциа-
ции ограничены буферной областью от 25 до 
75% нейтрализации [7, 13–19]. Рассчитанные по 
разработанным уравнениям (6), (7) и (8) величи-
ны показателей констант диссоциации рК1,2 во 

всем диапазоне титрования внесены в колонки 9 
и 10 (см. табл. 2). 

 

 
 

Рис. 2. Логарифмическая диаграмма для оценки  
равновесных концентраций всех частиц в ацетоне:  
ряд 1 – [HCl]; ряд 2 – [Cl-]; ряд 3 – [ClCH2COOH];  
ряд 4 – [ClCH2COO-] 
 

Fig. 2. Logarithmic diagram for estimating equilibrium  
concentrations of all particles in acetone:  
Row 1 – [HCl]; row 2 – [Cl-]; row 3 – [ClCH2COOH];  
row 4 – [ClCH2COO-] 

 
Прикладное значение разработанной кон-

цепции заключается в одновременной оценке 
искомых концентраций всех частиц в рассматри-
ваемой системе [1, 20]. Возможность оценки 
равновесных концентраций отмеченных частиц в 
кислотно-основной системе (HCl + ClCH2COOH+ 
ГТБА) (см. рис. 2) показана на следующих при-
мерах: 

1) объем титранта 1,0 мл; pa(H2M
+
) = 3,61; 

lg[HCl] = -1,8097; lg[Cl
-
] = -2,0061;  

lg[ClCH2COOH] = -1,6809;  
lg[ClCH2COO

-
] = -9,1374; 

2) объем титранта 2,0 мл; pa(H2M
+
) = 4,32;  

lg[HCl] = -2,3251; lg[Cl
-
] = -1,8097;  

lg[ClCH2COOH] = -1,6809;  
lg[ClCH2COO

-
] = -8,42558; 

3) объем титранта 3,0 мл; pa(H2M
+
) = 10,41;  

lg[HCl] = -8,4098; lg[Cl
-
] = -1,8097;  

lg[ClCH2COOH] = -1,6809;  
lg[ClCH2COO

-
] = -2,34083; 

4) объем титранта 4,0 мл; pa(H2M
+
) = 10,95;  

lg[HCl] = -8,9522; lg[Cl
-
] = -1,8097;  

lg[ClCH2COOH] = -1,6809;  
lg[ClCH2COO

-
] = -1,7984. 

Таким образом, данные табл. 2 и рис. 2 дают 
представление о равновесных концентрациях 
всех частиц: a(H2M

+
), [HCl], [Cl

-
], [ClCH2COOH] и 

[ClCH2COO
-
].  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Определен стандартный потенциал цепи без 

переноса (I) по уравнению 
 

*

а 4 0 θp ( )E K HClO E
о
   ( θ 2.3 /RT F  ), 

 

позволяющий оценивать активность ионов лиония 
в неводном растворителе – ацетоне. На основании 
стандартного потенциала Е0 представлены вели-
чины a(H2Cl

+ 
) или а(ClСН2СОOН2)

+ 
в общем виде 

(а (Н2М
+
)
 
во всем интервале потенциометрическо-

го титрования объектов исследования ацетоновым 
раствором гидроксида тетрабутиламмония.  

Разработаны математическая и графическая 
модели представления логарифмических диа-
грамм для оценки равновесных концентраций всех 
частиц в кислотно-основной системе на примере 
потенциометрического титрования смеси кислот в 
дифференцирующем растворителе ацетоне, даю-
щие возможность оценки концентраций любых ча-
стиц в любой момент титрования. 

По данным титрования оценены равновес-
ные концентрации, ионная сила, коэффициенты 
активности всех участников кислотно-основной 
системы и показатели термодинамических кон-
стант диссоциации хлороводородной и хлорук-
сусной кислот. Определен признак дифферен-
циации диполярного растворителя ацетон в от-
ношении изучаемых кислот. 

Приведены примеры экспресс-определения 
равновесных концентраций всех частиц в растворе 
a(H2M

+
), [HCl], [Cl

-
], [ClCH2COOH] и [ClCH2COO

-
], 

термодинамических констант диссоциации обеих 
кислот, позволяющих проследить за динамикой 
изменения соотношений равновесных частиц на 
всем протяжении кривой титрования смеси силь-
ных и слабых электролитов (см. рис. 2). 

Приведенная концепция вполне применима 
для исследования кислотно-основных взаимодей-
ствий смесей сильных и слабых электролитов. 
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Резюме: Ацидофильные хемолитотрофные микроорганизмы применяются в биогидрометаллургии 
при добыче металлов из сульфидных руд. Некоторые виды микроорганизмов этой группы способны 
при определенных условиях генерировать электроэнергию. Данное обстоятельство стимулировало их 
изучение в плане использования в технологии биотопливных элементов. При постоянной подаче суб-
страта в биоэлектрохимическую систему ацидофильные хемолитотрофные микроорганизмы способ-
ны вырабатывать электроэнергию в течение довольно продолжительного времени. Использование 
экстремофилов в микробных топливных элементах представляет особый интерес, поскольку эти мик-
роорганизмы могут служить биоэлектрокатализаторами при экстремальных значениях рН, солености 
и температуры, в то время как подавляющее большинство микроорганизмов в подобных условиях 
работать не способно. Поэтому очень важно подобрать оптимальные условия и найти способы кон-
троля работы ацидофильных хемолитотрофных микроорганизмов в таких топливных элементах. В 
этом случае на биогидрометаллургических предприятиях будет возможна разработка технологии 
биовыщелачивания металлов из бедных руд, сопряженной с генерацией электричества. Биотоплив-
ные элементы, работающие при низких значениях pH, с использованием ацидофильных хемолито-
трофных микроорганизмов – это новое, еще недостаточно изученное направление; число исследова-
ний по ацидофильным электроактивным микроорганизмам весьма ограничено. В связи с этим целью 
данного обзора является рассмотрение перспектив применения ацидофильных хемолитотрофных 
микроорганизмов в качестве биоагентов в микробных топливных элементах. Представленные в обзо-
ре исследования демонстрируют способность микроорганизмов этой группы выступать как в качестве 
анодных (металлредуцирующие, сероокисляющие микроорганизмы), так и катодных (металлоокисля-
ющие прокариоты, сульфатредукторы) высокоэффективных биоагентов, способных использовать в 
качестве субстрата отходы горнодобывающей промышленности. 
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Abstract: Acidophilic chemolithotrophic microorganisms are used in biohydrometallurgy for the extraction of 
metals from sulphide ores. Some types of microorganisms belonging to this group are capable of generating 
electricity under certain conditions. This circumstance determined a recent upsurge of research interest in 
their use in biofuel cells. Under a constant supply of the substrate to the bioelectrochemical system, aci-
dophilic chemolithotrophic microorganisms are capable of producing electricity for a prolonged period of time. 
The use of extremophiles in microbial fuel cells is of particular interest, since these microorganisms can 
serve as bioelectrocatalysts at extreme pH, salinity and temperature, while the vast majority of microorga-
nisms are unable to survive under these conditions. Therefore, selection of optimal conditions and ap-
proaches to controlling the work of acidophilic chemolithotrophic microorganisms in such fuel cells is of par-
ticular importance. On this basis, a technology for the simulteneous bioleaching of metals from poor ores and 
the generation of electricity can be developed. Biofuel cells operating at low pH values using acidophilic 
chemolithotrophic microorganisms are yet to be investigated. The number of studies on acidophilic electro-
active microorganisms is very limited. In this regard, the purpose of this review was to consider the prospects 
for the use of acidophilic chemolithotrophic microorganisms as bioagents in microbial fuel cells. The re-
viewed publications demonstrate that chemolithotrophic microorganisms can act as both anodic (metal-
reducing, sulphur-oxidizing microorganisms) and cathodic (metal-oxidizing prokaryotes, sulfate reducers) 
highly efficient bioagents capable of using mining wastes as substrates. 
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ВВЕДЕНИЕ  
Возрастающая стоимость извлечения и пере-

работки металлов из руд наряду с истощением 
запасов высококачественного минерального сырья 
и усилением природоохранных мер способствова-
ли развитию новых технологий в горнодобываю-
щей промышленности. Биовыщелачивание явля-
ется альтернативной технологией извлечения и 
рециркуляции редкоземельных элементов из раз-
личных источников. Выщелачивание облегчает 
мобилизацию металлов из твердых источников 
посредством различных биологически катализиру-

емых реакций, опосредованных различными мик-
робными выщелачивающими агентами, такими как 
органические и неорганические кислоты. Широкий 
спектр микроорганизмов, таких как хемолитоавто-
трофные бактерии и археи, хемоорганогетеро-
трофные бактерии, археи и грибы, применятся для 
биовыщелачивания металлов, включая редкозе-
мельные элементы, из различных твердых мате-
риалов [1–4]. 

Микробное выщелачивание было признано 
привлекательной альтернативой традиционным 
физическим и химическим методам обогащения 
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руд благодаря сокращению потребления энергии, 
транспортных затрат и менее пагубному воздей-
ствию на окружающую среду [5–10]. Ацидофиль-
ные хемолитотрофные микроорганизмы (АХМ) в 
настоящее время вызывают особый интерес в свя-
зи со способностью использовать энергию окисли-
тельно-восстановительных реакций и потреблять 
неорганические соединения при низких значениях 
pH [11, 12]. Они имеют различную морфологию и 
могут обитать в широком температурном диапа-
зоне [13, 14]. Эти экстремофильные микроорга-
низмы играют большую роль в геохимических про-
цессах на рудниках и других территориях, загряз-
ненных тяжелыми металлами. Изучение биораз-
нообразия и соответствующих биогеохимических 
процессов представляет большой интерес для со-
вершенствования технологий выщелачивания ме-
таллов [15–17]. 

В промышленности ацидофильные хемоли-
тотрофные микроорганизмы применяются глав-
ным образом в биовыщелачивании сульфидных 
руд [18–24]. Изучаются условия, влияющие на 
процесс биовыщелачивания [25–27]. Сегодня в 
промышленных масштабах бактериальные ме-
тоды выщелачивания применяются в 20 странах 
мира. Бактериально-химическими методами до-
бывается около 20% меди и значительная часть 
урана (США, Канада, Мексика, Перу, Испания, 
Австралия и др.). Функционирует около 15 про-

мышленных установок бактериального выщела-
чивания в восьми странах (ЮАР, Австралия, 
Бразилия, США, Канада, Замбия, Гана, Россия) 
[28, 29]. Микробиологами выявлено множество 
бактерий и архей, ускоряющих процесс окисле-
ния сульфидных минералов [30–37] (таблица). 

Для успешного культивирования выделенных 
микроорганизмов подбираются и модифицируются 
питательные среды [38]. Большой интерес пред-
ставляет удаление тяжелых металлов из сточных 
вод на металлургических предприятиях [39]. 

Помимо экономически важного процесса 
биовыщелачивания изучаются электрогенные 
свойства ацидофильных металлоокисляющих 
бактерий в микробных топливных элементах. В 
последние десятилетия возрос интерес к спо-
собности ацидофильных хемолитотрофных мик-
роорганизмов прикрепляться к поверхности 
электродов как к потенциальному способу уве-
личения эффективности выработки электроэнер-
гии в микробных топливных элементах, а также в 
других биоэлектрохимических системах [40, 41]. 
Основной причиной такого повышенного интере-
са стало открытие способности этих микроорга-
низмов к прямому обмену электронов с электро-
дами, что исключает необходимость добавления 
токсичных окислительно-восстановительных ме-
диаторов в биоэлектрохимические системы [42]. 

 
Микроорганизмы, используемые в биовыщелачивании 
Microorganisms used in bioleaching 
 

Изолированные 
бактериальные 

штаммы 

Источник 
энергии 

Температура, 
ºС 

рН Морфология клеток 
Отношение 
к кислороду 

Acidiplasma 
cupricumulans 

Fe2+, S0, глюкоза, 
дрожжевой экстракт 

45–63 1,0–1,6 
Палочки, тенденция 
к ветвлению 

Факультативный 
аэроб 

Acidithiobacillus  
caldus 

S0, S2-, S2O3, S4O6. 
хемоорганотрофный 

рост с глюкозой 
или дрожжевым 

экстрактом 

32–52 1,0–3,5 
Короткие, подвижные, 
грамотрицательные 
палочки 

Аэроб 

Acidithiobacillus  
ferrooxidans 

Fe2+, S0, FeS2, 
другие сульфидные 

минералы 
30–37 1,7–2,5 

Подвижные,  
грамотрицательные 
палочки 

Факультативный 
аэроб 

Acidithiobacillus  
thiooxidans 

S2O3, S
0, S4O6 25–30 2,0–4,0 

Подвижные,  
грамотрицательные 
палочки 

Аэроб 

Ferroplasma 
acidiphilum 

Fe2+ 
FeS2 

15–45 1,3–2,2 
Клетки неправильной 
формы 

Строгий 
аэроб 

Leptospirillum 
ferrooxidans 

Fe2+ 20–37 1,1–2.5 
Изогнутые подвижные 
палочки, спириллы 

Строгий аэроб 

Leptospirillum 
ferrifillum 

Fe2+, FeS2 28–50 1,6–1,8 
Изогнутые подвижные 
палочки 

Строгий аэроб 

Sulfobacillus 
termosulfidooxi-
dans 

Fe2+, S0, FeS2, 
другие сульфидные 

минералы 
30–60 1.2-2.4 

Грамположительные 
палочки 

Облигатные 
аэробы 

Sulfobacillus 
termotolerans 

Fe2+, S0, FeS2, 
другие сульфидные 

минералы 
20–45 1,2–5,0 

Грамположительные 
палочки 

Облигатные 
аэробы 
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Одним из основных ограничений эффектив-
ности работы микробных топливных элементов 
является градиент рН, образующийся между 
анодным и катодным отделениями, в результате 
чего плотность тока ограничивается медленным 
переносом протонов [43]. Улучшение данной 
технологической системы может быть достигнуто 
путем добавления в микробный топливный эле-
мент таких ацидофилов, чтобы система смогла 
работать намного эффективнее при низком 
уровне pH. Преимущества топливных элементов, 
работающих при низком рН, определяются 
большой доступностью протонов в катодном 
растворе. Поэтому ожидается, что использова-
ние кислого раствора обеспечит повышение про-
тонной движущей силы в анодном отсеке [44]. 
Использование экстремофилов в микробных 
топливных элементах представляет особый ин-
терес также по той причине, что эти микроорга-
низмы могут служить биоэлектрокатализаторами 
в системах, способных работать в условиях рН, 
солености или температуры, благоприятствую-
щих более эффективной выработке энергии 
[45, 46]. Однако ограниченная база данных по 
ацидофильным и кислототолерантным электро-
активным микроорганизмам препятствует рас-
пространению и развитию технологии биотоп-
ливных элементов, работающих при низких зна-
чениях рН [47]. В данном обзоре рассмотрены 
перспективы применения ацидофильных хемо-
литотрофных микроорганизмов в качестве био-
агентов в микробных топливных элементах. 

 
АЦИДОФИЛЬНЫЕ МИКРООРГАНИЗМЫ  
НА АНОДЕ МИКРОБНОГО ТОПЛИВНОГО  
ЭЛЕМЕНТА 
Металлредуцирующие прокариоты. Авто-

рами работы [43] было исследовано сообщество 
микроорганизмов на поверхности анода микроб-
ного топливного элемента (МТЭ) и доминирую-
щий вид одного из штаммов ацидофильных хе-
молитотрофных бактерий рода Acidiphilium. Не-
значительное количество обнаруженных клеток 
было отнесено к штаммам других хемолито-
трофных бактерий. Методами циклической воль-
тамперометрии и световой электронной микро-
скопии было установлено, что каталитический 
эффект штамма Acidiphilium sp. strain 3.2 обу-
словлен прикреплением клеток к поверхности из 
углеродного волокна [48]. 

На основе ацидофильного микроорганизма 
Acidiphilium cryptum как анодного биокатализато-
ра разработан микробный топливный элемент, 
который функционировал при низких значениях 
рН (рН = 4,0). Была продемонстрирована воз-
можность получения электроэнергии при исполь-
зовании этих бактерий в качестве акцепторов 
электронов в анодном пространстве в присут-
ствии кислорода [45, 48]. 

В 2017 г. был запатентован способ восста-

новления металлов из хвостов сульфидных ми-
нералов в двухкамерном биотопливном элемен-
те. В анодной камере при pH = 1,5–2,5 бактерии 
Acidithiobacillus ferrooxidans анаэробно осу-
ществляли восстановление ионов Fe

3+
, сопря-

женное с окислением сульфида до сульфата. 
При этом с высокой скоростью образуется сво-
бодное железо. Предложенным способом в од-
ной ячейке топливного элемента можно перера-
ботать от 5 до 50 г/л хвостов сульфидных мине-
ралов [49]. 

Сероокисляющие микроорганизмы – анод-
ный биоагент МТЭ. В кислых биогидрометал-
лургических водах кроме бактерий, окисляющих 
ионы металлов, могут присутствовать тионовые 
или сероокисляющие бактерии. Они окисляют 
молекулярную серу и ее восстановленные со-
единения, зачастую с закислением среды. Ис-
пользование тионовых бактерий в качестве био-
агента ‒ отдельное направление в технологии 
МТЭ, работающих при низких значениях pH. 
Данная концепция, в частности, была подтвер-
ждена в исследовании, продемонстрировавшем 
биологическое выщелачивание сульфида меди с 
помощью биотопливного элемента [50]. В ходе 
данного процесса одновременно осуществля-
лись извлечение меди и выработка электроэнер-
гии, что обеспечило новый подход к биологиче-
скому выщелачиванию меди. Применение МТЭ в 
процессах биологического выщелачивания спо-
собствовало извлечению меди главным образом 
за счет снижения рН, возникающего в результате 
анодного окисления сульфида и/или серы. 

Исследование, проведенное группой Миры 
Сулонен (Финляндия), показало эффективность 
тетратионата как донора электронов в МТЭ, ра-
ботающем в проточном режиме. В качестве суб-
страта в анодном пространстве использовали 
обогащенные тионовыми бактериями технологи-
ческие воды из кучного биовыщелачивания мно-
гокомпонентной руды. Электроактивными бакте-
риями являлись Acidithiobacillus spp. и Ferroplas-
ma spp. Трехвалентное железо в катодном отсе-
ке выступало в качестве конечного акцептора 
электронов. Сульфат образовывался в качестве 
основного растворимого метаболита, тогда как 
элементная сера осаждалась на аноде [51]. Че-
рез год та же исследовательская группа доказа-
ла возможность длительной работы биотоплив-
ного элемента с использованием тетратионата. 
Коэффициент полезного действия устройства 
был впервые повышен за счет оптимизации 
внешнего сопротивления и контроля системы 
подачи свежего субстрата в течение всего вре-
мени работы МТЭ. Причем эффективность про-
изводства электроэнергии со временем повыси-
лась в основном благодаря обогащению и адап-
тации электроактивной микробной биопленки 
[52]. Эти исследования показывают, что сточные 
воды, образующиеся в ходе горной добычи, мо-
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гут использоваться в качестве субстратов анод-
ных процессов биотопливного элемента без до-
бавления органического субстрата или регули-
рования рН. 

Известно, что в сточных водах, образующих-
ся при переработке сульфидных минералов, ча-
сто содержится большое количество кислотооб-
разующих неорганических соединений серы. В 
необработанном виде эти сточные воды могут 
нанести катастрофический экологический ущерб. 
Группой зарубежных ученых было доказано, что 
технология биотопливных элементов позволяет 
окислять неорганические соединения серы и вы-
рабатывать электроэнергию. Микробный топлив-
ный элемент с катионообменной мембраной 
инокулировали ацидофильными микроорганиз-
мами, чтобы исследовать, может ли окисление 
неорганического серосодержащего соединения 
генерировать электрический ток. Секвенирова-
ние гена 16S рРНК микробных консорциумов 
анода привели к последовательностям, которые 
принадлежат к археям родов Thermoplasma и 
Ferroplasma, и бактериям родов Leptospirillum, 
Sulfobacillus и Acidithiobacillus. Это исследова-
ние, по мнению авторов, открывает возможности 
для биоремедиации промышленных сточных вод 
с использованием технологии микробных топ-
ливных элементов [53]. 

Важно отметить, что адгезия микроорганиз-
мов является ключевым шагом для предотвра-
щения экологических проблем, таких как кислот-
ный дренаж шахт, также она повышает эффек-
тивность выщелачивания в промышленности, 
так как инициирует и усиливает биологическое 
выщелачивание. Взаимодействие между бакте-
риями и халькопиритом становится более эф-
фективным, если бактерии имеют высокое срод-
ство с халькопиритом [54]. 

 
АЦИДОФИЛЬНЫЕ МИКРООРГАНИЗМЫ  
НА КАТОДЕ МИКРОБНОГО ТОПЛИВНОГО  
ЭЛЕМЕНТА 
Металлоокисляющие прокариоты. Извест-

но, что скорость восстановления кислорода на 
катоде ограничивает эффективность МТЭ. По-
этому весьма привлекательно использование 
ацидофильных железоокисляющих бактерий, 
таких как A. ferrooxidans, в качестве катодных 
биоагентов, регенерирующих Fe

3+
 для катодных 

процессов восстановления. Эти бактерии доми-
нируют в дренажных водах, где окисление Fe

2+
 

используют как источник энергии, углекислый газ 
– в качестве источника углерода, а кислород – в 
качестве акцептора электронов [55, 56]. Рост 
этих бактерий на катоде биотопливного элемен-
та приводит к генерированию более высокого 
потенциала, чем без их использования. Рентге-
новская фотоэлектронная спектроскопия биока-
тода показала, что ионы железа (Fe

3+
), выделя-

емые клетками в биопленку, обладают медиа-

торными свойствами [57]. «Чувство кворума» 
(Quorum sensing) у A. ferrooxidans позволяет об-
разовывать биопленки, способные к генерации 
электричества [58]. Также выявлено, что исполь-
зование A. ferrooxidans значительно повышает 
плотность тока микробного топливного элемента 
при pH = 2 в катодном пространстве [59]. 

Исследования микроорганизмов из дренаж-
ных вод позволили выяснить, что консорциумы, 
обогащенные ацидофильными хемолитотрофа-
ми, способствуют более эффективному переносу 
заряда в катодной области МТЭ. При изучении 
трех биотопливных элементов в качестве иноку-
лята для обогащения катодных биопленок. ис-
пользовались отложения дренажных кислых руд. 
Гамма-облучение биокатодов уменьшало плот-
ность тока, приближая к показателям контроль-
ных опытов. Методом электрохимической импе-
дансной спектроскопии выявлено шестикратное 
снижение сопротивления переносу заряда с 
жизнеспособной биопленки. Пиросеквенирова-
ние микроорганизмов биопленки показало, что в 
биопленке доминировали филы Proteobacteria и 
Firmicutes. Некоторые биокатоды были обогаще-
ны представителями рода Aсidithiobacillus, при-
чем эти бактерии играли роль биокатализаторов 
на катоде. Другие идентифицированные ацидо-
фильные хемолитотрофы являлись представи-
телями родов Sulfobacillus и Leptospirillum. Нали-
чие хемолитотрофов соответствовало прогнози-
руемым функциональным возможностям, свя-
занным с путями фиксации CO2 в прокариотиче-
ских микроорганизмах. Также присутствовали 
ацидофильные или кислототолерантные гетеро-
трофы, однако, их вклад в производительность 
катода не изучался [47]. 

Сульфатредукторы. Сульфатвосстанавли-
вающие (сульфатредуцирующие) бактерии при-
надлежат к числу довольно широко распростра-
ненных в природе микроорганизмов. Они встре-
чаются в донных отложениях морей и рек, соле-
ных озерах и лиманах, в пластовых водах 
нефтяных месторождений и в торфе. Сульфат-
восстанавливающие бактерии участвуют в про-
цессах формирования месторождений элемен-
тарной серы и сульфидных руд. Эти бактерии 
также довольно часто встречаются в анаэробной 
зоне различных экосистем. Они представляют 
собой высокоспециализированную группу анаэ-
робных микроорганизмов, осуществляющих дис-
симиляторное восстановление сульфатов в се-
роводород. 

Большинство видов сульфатвосстанавлива-
ющих бактерий в качестве акцепторов электро-
нов могут использовать, помимо сульфатов, ряд 
промежуточных серных соединений, к которым 
относятся тиосульфат (S2O3

2-
), сульфит (SO3

2-
), 

элементная сера (S
0
). Незначительное число 

видов способно восстанавливать тетратионат 
(S4O6

2-
) или дитионит (S2O4

2-
). Кроме неорганиче-
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ских соединений серы у некоторых видов акцеп-
торами электронов могут служить иные соедине-
ния: нитраты, нитриты, фумарат или СО2 [60]. 

Исследования последнего десятилетия были 
сосредоточены на использовании электроавто-
трофных микроорганизмов в биоэлектрохимиче-
ских системах. В сравнении с экзоэлектрогенами, 
которые эволюционировали с использованием 
внеклеточных нерастворимых минералов или 
электродов в качестве терминальных акцепторов 
электронов, электроавтотрофы способны полу-
чать энергию, поглощая электроны из внекле-
точных твердых соединений или электродов, в 
то же время используя диоксид углерода в каче-
стве источника неорганического углерода [60]. 

Для сульфатредукторов характерно явление 
электроавтотрофии. Электроавтотрофы – это 
микроорганизмы, способные участвовать в раз-
личных биокатодных реакциях, используя CO2 в 
качестве единственного источника углерода, а 
электрохимическую восстанавливающую спо-
собность – в качестве единственного источника 
энергии. Автотрофные сульфатредуцирующие 
микроорганизмы являются чрезвычайно инте-
ресными биокатализаторами для технологий 
микробных топливных элементов с сопутствую-
щей фиксацией CO2. Они могут использоваться 
для удаления сульфата из воды, для производ-
ства водорода и, в некоторых случаях, даже для 
получения биохимических веществ [61]. 

На эффективность удаления загрязнителей 
окружающей среды в системе биотопливных эле-
ментов с биокатодом сильно влияет внешнее 
напряжение. Для изучения влияния различных 
приложенных напряжений (0,4; 0,5; 0,6; 0,7 и 0,8 В) 
на восстановление сульфатов, образование вне-
клеточных полимеров и катодное бактериальное 
сообщество сконструирован двухкамерный топ-
ливный элемент. Полученные результаты показа-
ли, что выходной ток и удаление сульфатов поло-
жительно коррелируют с приложенным напряже-
нием в диапазоне 0,4–0,8 В. Скорость восстанов-
ления сульфата сначала увеличивается, а затем 
уменьшается с ростом напряжения. Максимальная 
скорость восстановления сульфата и максималь-
ная продукция элементной серы были достигнуты 
при 0,7 В. Результаты секвенирования свидетель-
ствуют о том, что доминирующими в катодном 
пространстве являются бактерии родов Pro-
teobacteria и Dsulfovibrio [62]. 

Е. Блазкезом и др. оценены различные  
параметры, влияющие на одновременное вос-
становление сульфата и окисление сульфида в 
автотрофном биокатоде. Анализ микробного со-
общества катодной биопленки показал высокую 
распространенность сульфатвосстанавливаю-
щих бактерий, главным образом Desulfovibrio sp. 
при рН = 5,5 и 7, и Desulfonatronum sp. при  
рН = 8,5. Кроме того, наиболее эффективное 
катодное восстановление и выработка элемен-

тарной серы наблюдались при приложенном по-
тенциале катода -1,0 В [63]. 

С. Браткова и др. исследовали влияние лак-
тата и глюкозы, используемых в качестве доно-
ров электронов, на скорость восстановления 
сульфатов, выработку электроэнергии и состав 
микробного сообщества в анодной камере МТЭ. 
Доминирующими видами сульфатвосстанавли-
вающих бактерий были: Desulfomicrobium 
baculatum (3,21%) – в микробном топливном эле-
менте с лактатом, Desulfovibrio mexicanus доми-
нировал (2,73%) – в МТЭ с глюкозой [64]. 

Помимо железоокисляющих бактерий на 
биокатоде была изучена роль нового ацидо-
фильного автотрофного сульфатвосстанавли-
вающего микроорганизма. Восстановление 
сульфата при обработке кислотных сточных вод 
с рН = 3,0 достигала 32 г/м

3
, что было намного 

выше, чем в биотопливном элементе, работаю-
щем в нейтральных условиях. Сульфатвосста-
навливающие бактерии Desulfovibrio sp. росли 
преимущественно на биокатоде, их содержание 
в составе микробного сообщества возрастало до 
66%, из которых 82% приходилось на D. simplex. 
При добавлении 15 и 25 мг/л хлорида цинка ско-
рость восстановления сульфата составляла 37 и 
21 г/м

3
 соответственно. Растворенные ионы цин-

ка превращались в сульфид цинка. Микробный 
топливный элемент с ацидофильным автотроф-
ным биокатодом может использоваться в каче-
стве альтернативы одновременному удалению 
сульфата и металлов из кислотных сточных вод, 
например таких, как дренажные воды [65]. 

 
АЦИДОФИЛЬНЫЕ МИКРООРГАНИЗМЫ  
В ОДНОКАМЕРНЫХ МИКРОБНЫХ  
ТОПЛИВНЫХ ЭЛЕМЕНТАХ 
Авторами работы [66] было исследовано 

аэробное окисление и растворение халькопири-
та в аэробном МТЭ, обусловленные функциони-
рованием сероокисляющих бактерии A. thiooxi-
dans и железоокисляющих бактерии Leptospiril-
lum sp., что термодинамически благоприятство-
вало биоэлектрогенезу. Железоокисляющие мик-
роорганизмы и сероокисляющие бактерии ката-
лизировали перенос заряда на акцептор элек-
тронов или биоанод. Передаваемый заряд гене-
рировал перенапряжение, необходимое для ка-
тодного восстановления и электроосаждения ме-
ди, и обеспечивал более быструю катодную ре-
акцию, которая больше не лимитировала про-
хождение тока. 

В последние годы технология биотопливных 
элементов стала привлекательным вариантом 
для восстановления/удаления металла на като-
де в сочетании с выработкой электроэнергии из 
шахтных вод, содержащих металлы, сильные 
кислоты и ацидофильные хемолитотрофные 
бактерии. Показано, что в однокамерном био-
топливном элементе восстанавливается до 
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71,8% железа, 95,9% ионов железа удаляется. 
Железо, главным образом в форме FeO(OH) (ге-
тит), выделялось на аноде после окисления со-
лей двухвалентного железа до Fe(OH)3. На като-
де соединения трехвалентного железа частично 
восстанавливаются до двухвалентного с образо-
ванием Fe2O3. В таком топливном элементе ок-
сиды и гидроксиды железа не могут образовы-
ваться в кислой среде [67]. 

Технология микробных топливных элементов 
также может применяться для удаления пирита 
из содержащих пирит отходов и одновременно 
для производства электроэнергии. Так, авторами 
работы [65] исследовано влияние рН, бактерий 
A. ferrooxidans на аноде, температуры среды и 
концентрации растворенного кислорода на про-
изводительность пирито-топливных элементов, 
представляющих собой однокамерные воздуш-
но-катодные микробные топливные элементы. 
Биотические пирито-топливные элементы пока-
зали более стабильную работу независимо от 
рабочей температуры, чем абиотические. Было 
доказало, что с использованием технологии на 
основе МТЭ можно достичь одновременной об-
работки шахтных вод, насыщенных пиритом, и 
выработки электроэнергии, а производитель-
ность можно оптимизировать, регулируя рабочие 
условия [68]. 

 
ИССЛЕДОВАНИЕ МЕХАНИЗМОВ  
ЭЛЕКТРОННОГО ПЕРЕНОСА  
В СИСТЕМЕ ЭЛЕКТРОГЕН – ЭЛЕКТРОД 
При получении биоэнергии решающее значе-

ние в технологии МТЭ имеет перенос электронов с 
компонентов дыхательной цепи микроорганизмов 
на электрод. Несмотря на то что механизм перено-
са еще не полностью выяснен, было предложено 
несколько путей внеклеточного переноса электро-
нов от микроорганизмов-электрогенов к электро-
дам. Как правило, эти механизмы можно разделить 
на два типа: прямой перенос электрона (прямой 
контакт между поверхностью клетки и электродом) 
и непрямой перенос электрона (через медиаторы 
электронного транспорта) [69]. 

Транспорт электронов в электрон-транс-
портной цепи обычно катализируется мембрано-
связанными соединениями. Чтобы приспосо-
биться к различным условиям окружающей сре-
ды, бактериями выработано огромное разнооб-
разие цепей переноса электронов [70]. Важной 
системой, катализирующей эти реакции, являют-
ся первичные дегидрогеназы, которые постав-
ляют электроны от донора к мембране [71]. В 
трансмембранный ионный транспорт также во-
влечены мембранно-локализованные мульти-
белковые комплексы, такие как цитохромы и 
терминальные оксидазы (редуктазы), которые 
переносят электроны на конечный акцептор 
(кислород, нитрат или фумарат) [72, 73]. Боль-
шинство трансмембранных редуктаз и оксидаз 

выполняют функцию ионных насосов. Транспор-
тирующие электроны кофакторы, такие как хино-
ны, флавин, гем, железо, сера или медь, также 
играют важную роль в микробном переносе 
электронов. Некоторые из них представляют со-
бой растворимые липофильные молекулы, кото-
рые переносят электроны между относительно 
большими ферментативными комплексами внут-
ри мембраны (например, хинонами), тогда как 
другие являются каталитическими кофакторами. 

Для прямого электронного переноса элек-
троны должны достигать внешней мембраны 
клетки, далее требуется физический контакт 
между внешней мембраной и анодом. Электро-
генные микроорганизмы образуют биопленки или 
электропроводящие нанопроволоки (пили и фла-
геллы) на поверхности анода [74]. Перенос элек-
тронов происходит через цитохромы наружной 
мембраны и нанопроволоки, или трансмембран-
ные белки, участвующие в транспорте электро-
нов путем прямого контакта без участия каких-
либо медиаторов электронного транспорта, 
диффундирующих от ферментов микроорганиз-
мов на электрод. Нанопили и белки электронного 
транспорта играют важную роль в прямом пере-
носе электронов, поскольку они направляют по-
ток электронов из цитоплазмы на внешнюю мем-
брану и, наконец, на анод. Ограничение прямого 
переноса электронов состоит в том, что актив-
ные центры переносящих электроны белков 
обычно локализованы внутри белковой молеку-
лы, что приводит к неэффективному переносу 
электронов [75]. Наиболее изученными электро-
химически активными микроорганизмами, спо-
собными к прямому электронному переносу, яв-
ляются бактерии родов Shewanella и Geobacter.. 
Для этих микроорганизмов характерно формиро-
вание бактериальных нанопилей, участвующих 
во внеклеточном переносе электронов [76–78]. 

Непрямой перенос электронов достигается с 
помощью низкомолекулярных растворимых ме-
диаторов, которые устраняют необходимость 
прямого контакта между клеткой и акцептором 
электронов. Электронные медиаторы могут про-
никать в клетки бактерий, извлекать электроны 
из метаболических реакций электричества и пе-
реносить эти электроны на анод МТЭ [79]. Одна-
ко внесение экзогенных медиаторов не является 
технологически обоснованным, поскольку они 
всегда характеризуются относительно низкой 
плотностью тока, а также являются дорогостоя-
щими и токсичными для микроорганизмов, что 
приводит к снижению эффективности и затруд-
няет коммерциализацию технологий. Более того, 
регулярное добавление экзогенных медиаторов 
технологически невозможно и опасно с точки 
зрения экологии. Следовательно, если в каче-
стве катализатора можно эффективно использо-
вать микроорганизмы без добавления экзоген-
ных медиаторов, то это делает разрабатывае-
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мые технологии безопаснее.  
В этом плане наиболее исследованным в 

группе хемолитоавтотрофных микроорганизмов 
является вид A. ferrooxidans. При условии роста 
этой бактерии на соединениях двухвалентного 
железа в результате окислительной реакции об-
разуется относительно мало доступной энергии. 
Поскольку равновесный окислительно-восста-
новительный потенциал средней точки пары 
Fe

3+
/Fe

2+
 (+650 мВ при pH = 2) является более 

положительным, чем потенциал пары 
НАДФ

+
/НАДФН (305 мВ при pH = 6,5) [80], вос-

становление НАДФ
+
 из Fe

2+
 требует энергии. 

Предполагается, что перенос электронов в элек-
трон-транспортную цепь A. ferrooxidans, получа-
емых при окислении Fe

2+
 кислородом, может 

быть связан с восстановлением НАДФ
+
 из Fe

2+
 

[81]. Предполагается, что цепь переноса элек-
тронов из Fe

2+
 в O2 включает Fe

2+
– цитохром с 

оксидоредуктазой [82, 83], рустицианином 
[83, 84], несколько цитохромов С-типа или цито-
хромы типа c4 [84–86], и цитохром Cyc2 внешней 
мембраны [87], который позволяет при росте 
бактерии на сере получать больше энергии, чем 
при росте на железе. 

A. ferrooxidans может расти на соединениях 
двухвалентного железа и/или серы при низком 
значении pH среды A. ferrooxidans, выращенные 
на двухвалентном железе, проявляли активность 
тиосульфат-хинонредуктазы. Это единственный 
известный на сегодняшний день организм, со-
держащий два «классических» комплекса bc1 (то 
есть сохранивший цитохром типа c1) [88]. Неко-
торые металлопротеины участвуют в дыхатель-
ной цепи этих бактерий, связывая окисление 
двухвалентного железа с восстановлением кис-
лорода. Было показано, что окисление Fe

2+
 про-

исходит за пределами бактериальной клетки, в 
то время как генерируемые электроны направ-
ляются в периплазматическое пространство к 
внутренней мембране, где и происходит восста-
новление кислорода. Первичный акцептор элек-
тронов, цитохром Cyc2, представляет собой мо-
ногемовый цитохрома c-типа, локализованный 
во внешней мембране. Периплазматические 
белки, в том числе рустицианин и дигемовый 
цитохром c-типа (Cyt c4), переносят электроны к 
терминальному акцептору электронов, цитохром 
с-оксидазе (CcO), принадлежащей к подгруппе 
кислородредуктаз и локализованной во внутрен-
ней мембране бактерий. Другой, медьсвязыва-
ющий, белок также вовлечен в дыхательную 
цепь. Было выдвинуто предположение о его ро-
ли как медиатора в переносе электронов. 

В случае A. ferrooxidans белки рустицианин и 
Cyt c4, гены которых находятся под контролем 
одного и того же промотора и, следовательно, 
экспрессируются в одинаковых условиях, могут 
переносить электроны на цитохром с-оксидазу. 
Рустицианин может выступать в качестве второ-

го входа для электронов, защищая медный 
центр цитохром с-оксидазы, который подверга-
ется воздействию кислой среды. 

В течение длительного времени бактерии 
A. ferrooxidans были интересны для отраслей 
промышленности, которые используют процессы 
биологического выщелачивания. Недавно про-
демонстрированы преимущества этих бактерий 
как катализаторов на биокатоде в МТЭ [89]. Уче-
ными подчеркивается необходимость более точ-
ного описания механизмов генерирования энер-
гии для роста этих микроорганизмов при исполь-
зовании таких низкоэнергетических субстратов, 
как соединения двухвалентного железа. Конеч-
ные белки этой цепи электронного транспорта 
имеют высокий окислительно-восстановитель-
ный потенциал, что может иметь большое зна-
чение для биотопливных элементов.  

Эффективное функционирование топливных 
элементов часто лимитируется катодным про-
цессом из-за низкого сродства к кислороду ис-
пользуемых в настоящее время многокомпо-
нентных оксидаз. Альтернативой могут служить 
цитохром с-оксидазы, но наиболее широко опи-
санные из них имеют низкий окислительно-
восстановительный потенциал. Однако цитохром 
с-оксидаза штамма A. ferrooxidans способна пре-
одолеть это ограничение [71]. 

Клетки At. ferrooxidans, прикрепленные к пи-
риту, содержат образующие комплекс с экзопо-
лимером ионы Fe

3+
, которые обеспечивают пе-

ренос электронов между клетками и минералом. 
Возможно, что частицы металлов, выделяемые 
клетками в биопленку, могут обеспечивать пере-
нос электронов между графитовым электродом и 
клеткой [57, 90]. 

Металлоредуцирующие бактерии являются од-
ними из наиболее изученных организмов, способ-
ных «дышать» нерастворимыми металлами в анаэ-
робной среде. Эта способность металлоредукторов 
играет важную роль в биогеохимических циклах и 
потенциально может быть использована в биоре-
медиации и биоэлектрохимических системах [91]. В 
отличие от других процессов дыхания, когда легко-
растворимые газы или нерастворимые вещества 
могут беспрепятственно проникать в клетку и ис-
пользоваться акцепторами/донорами электронов. 
Главная задача для металлоредукторов заключает-
ся во взаимодействии с внеклеточными минерала-
ми, которые не могут пройти через клеточную мем-
брану и ее периферию. Преодолеть этот барьер 
бактериям позволяет либо наличие в их клеточной 
мембране редокс-активных молекул, либо способ-
ность к выделению во внешнюю среду редокс-
активных молекул-переносчиков (челноков) [70, 92]. 

Взаимодействие между цитохромными ком-
плексами в цепи переноса электронов основано 
на окислительно-восстановительном потенциале 
различных многогемовых молекул цитохромов, 
причем каждый гем имеет свой специфический 



Калашникова О.Б., Кашевский А.В., Варданян Н.С. и др. Ацидофильные хемолитотрофные … 
Kalashnikova O.B., Kashevskii A.V., Vardanyan N.S. et al. Acidophilic chemolithotrophic … 

 

 

42 
 

ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 
 

  
 

окислительно-восстановительный потенциал. 
Таким образом, создается широкий диапазон 
потенциалов, который обеспечивает биоэнерге-
тический перенос электронов. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Хемолитотрофы давно применяются в био-

гидрометаллургии при добыче металлов из 
сульфидных руд. Возможность при определен-
ных условиях использовать тионовые, железо-
окисляющие, железо- и сульфатредуцирующие 
бактерии в биотопливных элементах была выяв-
лена относительно недавно. При постоянной по-
даче субстрата в биоэлектрохимическую систему 
ацидофильные хемолитотрофные микроорга-
низмы способны вырабатывать электроэнергию 
в течение длительного времени. Использование 
экстремофилов в микробных топливных элемен-

тах представляет особый интерес по той при-
чине, что эти микроорганизмы могут служить 
биоэлектрокатализаторами при экстремальных 
значениях рН, солености и температуры. При 
этих условиях подавляющее большинство мик-
роорганизмов не способно работать. При успеш-
ном подборе оптимальных условий для работы 
ацидофильных хемолитотрофных микроорга-
низмов в таких топливных элементах на биогид-
рометаллургических предприятиях будет воз-
можна разработка технологии по сопряженному 
биовыщелачиванию металлов из бедных руд и 
генерации электричества. Поэтому биотоплив-
ные элементы, работающие при низких значени-
ях pH с использованием ацидофильных хемоли-
тотрофных микроорганизмов, – это новое, пер-
спективное, но еще недостаточно изученное 
направление.  
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Фенольные соединения листьев и соцветий 
Spiraea baldshuanica B. Fedtsch. 

 

© В.А. Костикова*,**, К.А. Бобокалонов***, А.А. Кузнецов** 

 

* Центральный сибирский ботанический сад СО РАН, 
г. Новосибирск, Российская Федерация 

** Томский государственный университет, г. Томск, Российская Федерация 
*** Институт ботаники, физиологии и генетики растений АН Республики Таджикистан, 

г. Душанбе, Республика Таджикистан 
 

Резюме: Впервые исследованы состав и содержание фенольных соединений в листьях и соцветиях 
Spiraea baldshuanica B. Fedtsch. Материал собран в июне 2019 г. в природной популяции в Республике 
Таджикистан. Фенольные соединения изучены в водно-этанольных 40%-х экстрактах методом вы-
сокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ). Аналитическая ВЭЖХ-система состоит из 
жидкостного хроматографа Agilent 1200 (США) с диодно-матричным детектором, автосамплером и 
системой для сбора и обработки хроматографических данных ChemStation. В нативных экстрактах 
из соцветий обнаружено 15 соединений фенольной природы, из листьев – 11 веществ. Из них иден-
тифицированы хлорогеновая и коричная кислоты, кверцетин, кемпферол, гиперозид, изокверцит-
рин, авикулярин и астрагалин. Хроматографические профили листьев и соцветий различаются. В 
соцветиях S. baldshuanica обнаружены изокверцитрин, авикулярин, кемпферол, которые отсут-
ствуют в листьях. В соцветиях концентрация всех обнаруженных фенольных соединений выше, чем 
в листьях. Мажорным компонентом в соцветиях является астрагалин (3,16 мг/г), концентрация ко-
торого в 5 раз больше, чем в листьях (0,60 мг/г). Путем кислотного гидролиза соляной кислотой 
(1:1) водно-этанольных экстрактов из листьев и соцветий были получены агликоны флавоноидов. В 
гидролизатах экстрактов из листьев и соцветий S. baldshuanica обнаружено 3 флавонолагликона ‒ 
кверцетин, кемпферол и изорамнетин. При пересчете концентрации агликона на соответствую-
щий гликозид выявлено, что в листьях и соцветиях преобладают гликозиды кверцетина (6,67 мг/г – 
в соцветиях, и 1,19 мг/г – в листьях). S. baldshuanica сильно отличается от других представителей 
растений рода Spiraea секции Calospira по хроматографическому профилю фенольных соединений из 
листьев. Это является дополнительным подтверждением выделения ее в отдельный ряд Decum-
bentes по морфологическим признакам. 
 

Ключевые слова: Spiraea baldshuanica, флавоноиды, фенолкарбоновые кислоты, высокоэффек-
тивная жидкостная хроматография 
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Abstract: For the first time, the composition and content of phenolic compounds in the leaves and inflores-
cences of Spiraea baldshuanica B. Fedtsch. was investigated. Research material was collected in June 2019 
from a natural population in the Republic of Tajikistan. Phenolic compounds were studied in 40% water-
ethanol extracts by the method of high-performance liquid chromatography (HPLC). The analytical HPLC 
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system used consisted of an Agilent 1200 (USA) liquid chromatograph equipped with a diode array detector, 
an autosampler and a ChemStation system for collecting and processing chromatographic data. 15 and 11 
compounds of phenolic nature were found in native extracts from inflorescences and leaves, respectively. 
Among them, the following substances were identified: chlorogenic and cinnamic acids, quercetin, 
kaempferol, hyperoside, isoquercitrin, avicularin and astragalin. The chromatographic profiles of leaves and 
inflorescences were found to be different. Such substances as isoquercitrin, avicularin, kaempferol were dis-
covered in the inflorescences of S. baldshuanica, rather than in its leaves. Compared to the leaves, the con-
centration of all detected phenolic compounds was higher in the inflorescences under study. The major com-
ponent in the inflorescences was astragalin (3.16 mg/g), whereas its concentration in the leaves was 5 times 
lower (0.60 mg/g). Flavonoid aglycones were obtained from the water-ethanol extracts of the leaves and in-
florescences under study by acid hydrolysis using hydrochloric acid (1:1). The hydrolysates of extracts from 
the leaves and inflorescences of S.  baldshuanica were found to contain 3 flavonoid aglycones: quercetin, 
kaempferol and isorhamnetin. By recalculating the concentration of aglycone for the corresponding glyco-
side, it was determined that quercetin glycosides prevails: 6.67 mg/g – in the inflorescences and 1.19 mg/g – 
in the leaves. S. baldshuanica differs significantly from other representatives of the Spiraea genus, section 
Calospira, in terms of the chromatographic profile of phenolic compounds contained in the leaves. This in-
formation serves as an additional argument for differentiating S. baldshuanica as a separate series of the 
Decumbentes group by morphological signs. 
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ВВЕДЕНИЕ 
В настоящее время актуальным является по-

иск новых источников биологически активных 
веществ растительного происхождения. Феноль-
ные соединения – наиболее распространенные 
вторичные метаболиты растений. Они выполня-
ют жизненно важную роль в структурной целост-
ности растений, УФ-защите, размножении и 
внутренней регуляции физиологии и передаче 
сигналов растительных клеток [1, 2]. Благодаря 
высокой биологической активности раститель-
ные полифенолы успешно используются в пи-
щевой и легкой промышленности, а также в ме-
дицине и фармакологии в качестве веществ, об-
ладающих капилляроукрепляющей, нейрорегу-
ляторной, биостатической, иммуномодулирую-
щей и противоопухолевой активностью [2–6]. 

Spiraea baldshuanica B. Fedtsch. (cпирея 
бальджуанская) – это ветвистый кустарник высо-
той до 60 см, имеющий обратнояйцевидные ли-
стья, его соцветия ‒ рыхлые щитковидные ме-
телки с белыми цветками. Произрастает на ска-
лах и каменистых склонах, на гипсоносных из-
вестняках на высоте 1100‒2300 м н.у.м. Являет-
ся эндемом гор Памиро-Алая (Средняя Азия)

1
.  

S. baldshuanica принадлежит к растениям ро-
да Spiraea секции Calospira C. Koch

2
. Представи-

тели этой секции отличаются щитковидными со-
цветиями. По строению соцветия S. baldshua-
nica выделяется в секции Calospira в отдельный 
ряд Decumbentes A. Pojark

2
 [7]. Состав и содер-

жание фенольных соединений листьев некото-
рых азиатских представителей данной секции 
растений рода Spiraea подробно изучен нами 
ранее [8]. Выявлена видоспецифичность каче-
ственного состава фенольных соединений в 
водно-этанольных экстрактах из листьев 
S. betulifolia Pall., S. betulifolia subsp. aemiliana 
(C.K. Schneid.) H. Hara и S. beauverdiana Schneid. 
Обнаружены хеморасы исследуемых спирей [8]. 

Представители рода высокодекоративны, об-
разуют множество форм и сортов, широко ис-
пользуются в традиционной медицине и имеют 
большой ресурсный потенциал. Так, в китайской 
медицине Spiraea применяются как лекарствен-
ные растения с анальгетическими, противо-
кашлевыми, жаропонижающими и противовоспа-
лительными свойствами [9]. В целом в растениях 
из рода Spiraea обнаружен широкий спектр со-
единений с высокой биологической активностью: 

   

1
Лазарева М.С. Род Таволга – Spiraea L. В кн.: Флора Таджикской ССР. Т. IV. Роголистниковые – 

Розоцветные. Л.: Наука. 1975. С. 291–295. 
2
Пояркова А.И. Род Спирея – Spiraea L. // Флора СССР. В 30 т. / гл. ред. акад. В.Л. Комаров; ред. 

тома С.В. Юзепчук. М.-Л.: Изд-во АН СССР, 1939. Т. 9. С. 283–305 
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флавонолы, флавоны, флаваны, кумарины, каро-
тиноиды, монотерпены, терпеноиды, неолигнаны 
и другие [10‒12]. Выявлены разнообразные по-
лезные свойства веществ, выделенных из 
надземных и подземных органов растений рода 
Spiraea [11, 13]. Ранее нами обнаружена противо-
вирусная и антиоксидантная активность экстрак-
тов листьев и соцветий отдельных представите-
лей рода Spiraea [14, 15]. Биологически активные 
вещества, в том числе и фенольные соединения, 
S. baldshuanica не изучены. 

Цель работы – исследование фенольных со-
единений, содержащихся в листьях и соцветиях 
S. baldshuanica, методом высокоэффективной 
жидкостной хроматографии (ВЭЖХ). 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Объектом для исследования фенольных со-

единений послужили листья и соцветия 
S. baldshuanica. Материал собран 27 июня 2019 г. 
в природной популяции в Республике Таджики-
стан на южном склоне Гиссарского хребта в бас-
сейне реки Варзоб (ущелье Кондара, окрестности 
Варзобской горно-ботанической станции) на ска-
лах под пологом чернолесья (формация кленов-
ники, Acer turkestanicum Pax. В сообществе 
преобладают Juniperus sibirica Burgsd., Juglans 
regia L., Prunus sogdiana Vass., Vitis vinifera L., 
Berberis heterobotrys E. Wolf., Rubus caesius L., 
Hypericum perforatum L., Origanum tytthanthum 
Gontsch., Ferula karategina Lipsky ex Korov. и др.). 
Растения собраны в фазе цветение – начало об-
разования плодов. 

Сырье высушивали на воздухе в затененном 
месте, после чего измельчали до диаметра  
2‒3 мм, перемешивали и отбирали репрезен-
тативную пробу. 

Для изучения фенольных соединений исполь-
зовали водно-этанольные извлечения (40%-й эти-
ловый спирт) из листьев и соцветий S. baldshuanica, 
полученные экстракцией на водяной бане. Точную 
навеску измельченного воздушно-сухого материала 
экстрагировали дважды: сначала 30 мл ‒ в течение 
30  мин, затем 20 мл ‒ в течение 20 мин. После 
фильтрации остаток в колбе и на фильтре промы-
вали 5 мл 40%-го этилового спирта. После этого 
объединенный экстракт концентрировали в фарфо-
ровых чашечках до 10–15 мл (точный объем). Ана-
лиз проводили в двух повторностях [16]. 

1 мл водно-этанольного экстракта разбавля-
ли бидистиллированной водой до 5 мл и пропус-
кали через концентрирующий патрон Диапак С16 
(ЗАО «БиоХимМак»). Вещества смывали с па-
трона 3 мл 40%-го водно-этанольного раствора, 
а затем 2 мл 96%-го этанола. Объединенный 
элюат пропускали через мембранный фильтр с 
диаметром пор 0,45 мкм. 

Анализ фенольных соединений, содержа-
щихся в элюате, проводили на аналитической 
ВЭЖХ-системе, состоящей из жидкостного хро-

матографа Agilent 1200 (США) с диодно-
матричным детектором, автосамплером и систе-
мой для сбора и обработки хроматографических 
данных ChemStation, модифицировав методику 
Т.А. van Beek [17]. Колонка Zorbax SB-C18, 
4,6×150 мм, 5 мкм. Разделение проводили в 
следующих условиях: градиент от 31 до 33% ме-
танола, подкисленного ортофосфорной кислотой 
(0,1%), в течение 27 мин. Далее в подвижной 
фазе содержание метанола в водном растворе 
отрофосфорной кислоты (0,1%) изменялось от 
33 до 46% за 11 мин, затем от 46 до 56% – за 
следующие 12 мин, и от 56 до 100% – за 4 мин 
(система I). Скорость потока элюента – 1 мл/мин, 
температура колонки – 26 ºС, объем вводимой 
пробы – 10 мкл. Детектирование осуществляли 
при длинах волн λ = 254, 270, 290, 340, 360 и 
370 нм. 

Количественное определение индивидуаль-
ных компонентов в образцах растений проводи-
ли по методу внешнего стандарта при λ = 360 нм 
[17]. Для приготовления стандартных образцов 
использовали кофейную и коричную кислоты 
(«Serva», Германия), хлорогеновую и n-кума-
ровую кислоты, кверцетин («Sigma-Аldrich», 
США) эллаговую кислоту, изокверцитрин, рутин, 
авикулярин, астрагалин и гиперозид («Fluka», 
Германия). Стандартные растворы готовили в 
концентрации 10 мкг/мл. 

Из-за отсутствия доступных стандартных об-
разцов и сложных условий разделения для 
определения содержания флавонолгликозидов в 
экстрактах из листьев и соцветий S. baldshuanica 
методом ВЭЖХ проводили анализ свободных 
агликонов. Для этого к 0,5 мл извлечения при-
бавляли равный объем HCl (2 н), нагревали на 
кипящей водяной бане в течение 2 ч. После 
охлаждения гидролизат разбавляли бидистил-
лированной водой до 5 мл и пропускали через 
концентрирующий патрон Диапак. Агликоны 
смывали 5 мл 96%-го этанола и пропускали че-
рез мембранный фильтр с диаметром пор 
0,45 мкм. Далее, применив градиентный режим 
элюирования, хроматографический анализ про-
водили в системе II: в подвижной фазе содержа-
ние метанола в водном растворе ортофосфор-
ной кислоты (0,1%) изменялось от 45 до 48% за 
18 мин. Детектирование осуществляли при 
длине волны λ = 250, 270, 290, 325, 340, 350, 
360, 370 нм. Содержание флавонолгликозидов 
(отдельно гликозидов кверцетина, кемпферола и 
изорамнетина) в образцах растений рассчиты-
вали по содержанию свободных агликонов, об-
разующихся после кислотного гидролиза [17]. 
Для пересчета концентрации агликона на соот-
ветствующий гликозид применяли известные из 
литературных данных коэффициенты: 2,504 – 
для кверцетина, 2,588 – для кемпферола и 2,437 
– для изорамнетина [18]. 

Относительное стандартное отклонение по-
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вторяемости при определении фенольных ком-
понентов составило σr,отн = 0,011, относительное 
стандартное отклонение по времени удержива-
ния у метода ВЭЖХ – 0,0018. 

 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЯ 
Исследование состава фенольных соедине-

ний показало, что в водно-этанольных извлече-
ниях из листьев S. baldshuanica содержится 11, а 
в соцветиях – 15 соединений (таблица, рисунок).  

 
Характеристика и содержание фенольных соединений,  
обнаруженных в листьях и соцветиях Spiraea baldshuanica 
Characteristic and content of the phenolic compounds detected by HPLC  
in the extracts of Spiraea baldshuanica leaves and inflorescences 
 

Номер 
соединения 

Соединение 
Время 

удерживания, tR, 
мин. 

Спектральная 
характеристика, 

λmax, нм 

Содержание*, 
мг/г в пересчете 

на воздушно-сухое сырье 

лист cоцветие 

Нативные экстракты (система I) 

1 Хлорогеновая кислота 3,2 244, 300 пл, 330 0,51±0,02 0,66±0,02 
2 Компонент 2 13,0 – н.о. 0,37±0,01 
3 Флавонол 15,2 250, 265 пл, 355 0,29±0,01 0,56±0,02 
4 Гиперозид 18,0 255, 268 пл.,355 0,29±0,01 0,96±0,04 
5 Изокверцитрин 19.3 259, 266 пл., 358 н.о. 1,23±0,05 
6 Флавон 23,8 250, 340 0,71±0,03 1,86±0,07 
7 Авикулярин 28,4 260, 270 пл, 360 н.о. 0,71±0,03 
8 Астрагалин 32,5 265, 300 пл., 350 0,60±0,02 3,16±0,12 
9 Фенолокислота 34,2 240, 300 пл., 330 0,34±0,01 1,04±0,04 

10 Коричная кислота 35,9 216, 270 0,30±0,01 0,37±0,01 
11 Флавонол 37,8 260, 300 пл., 360 0,28±0,01 0,39±0,01 
12 Флавонол 38,1 265, 300 пл., 355 0,21±0,01 0,38±0,01 
13 Кверцетин 40,6 255, 372 0,22±0,01 0,34±0,01 
14 Фенолокислота 41,5 225, 300 пл, 315 0,23±0,01 0,29±0,01 
15 Кемпферол 46,9 266, 370 н.о. 0,25±0,01 

Гидролизаты (система II) 

I Кверцетин 6,6 255, 372 1,19±0,04 6,67±0,25 
II Кемпферол 10,7 266, 370 0,75±0,03 3,53±0,13 
II Изорамнетин 12,4 265,370 н.о. 0,21±0,01 
IV Флавонол  13,5 265, 370 0,43±0,02 0,79±0,03 

Примечание. * – представлены средние арифметические значения определений и их стандартные отклоне-
ния; «–» – вещество не идентифицировано; н.о. – соединение не обнаружено. 

 

 
 

Хроматограммы 40%-х водно-этанольных извлечений из листьев и соцветий растений S. baldshuanica при 360 нм  
в системе растворителей I. По оси абсцисс – время удерживания, мин.; по оси ординат – сигнал детектора, единица 

оптической плотности. Номер пика соответствует номеру соединения в таблице 
 

Chromatograms of the 40% water-ethanol extracts from S. baldshuanica leaves and inflorescences in solvent system I  
(detection at 360 nm). On the X-axis: retention time, min; on the Y-axis: the detector signal, in units of optical density. 

The peak number corresponds to the ID number of a compound in the Table 
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На основании УФ-спектров и сопоставления 
времени удерживания пиков веществ на хрома-
тограммах анализируемых образцов с временем 
удерживания пиков стандартных образцов иден-
тифицированы 2 кислоты – хлорогеновая и ко-
ричная, а также 6 флавонолов – кверцетин и его 
гликозиды (гиперозид, изокверцитрин, авикуля-
рин), кемпферол и его гликозид астрагалин. 
Остальные компоненты не идентифицированы, 
но в процессе хроматографирования в режиме 
online были зарегистрированы их УФ-спектры. 
Неидентифицированные соединения согласно 
спектральным характеристикам отнесены к фла-
вонолам, фенолкарбоновым кислотам и флаво-
нам [1, 19]. 

Сравнительный анализ показал, что хромато-
графические профили листьев и соцветий 
S. baldshuanica отличаются. В соцветиях обна-
ружены изокверцитрин, авикулярин, кемпферол, 
соединение № 2, которые отсутствуют в листьях. 
Основными веществами в экстрактах из листьев 
S. baldshuanica являются хлорогеновая кислота, 
астрагалин и флавон (6). Главными компонента-
ми в соцветиях S. baldshuanica, кроме вышепе-
речисленных соединений, также являются гипе-
розид, изокверцитрин, авикулярин и фенолокис-
лота (9).  

В листьях S. baldshuanica содержание флаво-
ноидов и фенолкарбоновых кислот низкое, менее 
1 мг/г. В соцветиях содержание всех обнаружен-
ных фенольных соединений выше, чем в листьях. 
Более высокая концентрация в соцветиях изоквер-
цитрина (1,23 мг/г), флавона (6) (1,86 мг/г) и фено-
локислоты (9) (1,04 мг/г). Мажорный компонент в 
соцветиях – астрагалин, его содержание составило 
3,16 мг/г, что в 5 раз больше, чем в листьях 
(0,60 мг/г). Астрагалин, гликозид кемпферола, яв-
ляется биологически активным флавоноидом и 
проявляет разнообразные фармакологические 
свойства, такие как противовоспалительные, анти-
оксидантные, нейропротекторные, кардиозащит-
ные, противостеопорозные, противоопухолевые, 
противоязвенные и противодиабетические [20]. В 
дальнейшем возможно исследование соцветий 
S. baldshuanica на проявление всех перечислен-
ных видов активности. 

Для анализа содержания флавонолгликозидов 
по отдельности был проведен кислотный гидролиз 
водно-этанольных экстрактов листьев и соцветий. 
В результате хроматографического анализа в си-
стеме растворителей II в листьях S. baldshuanica 
обнаружены три флавонолагликона ‒ кверцетин, 
кемпферол и изорамнетин, среди которых преоб-
ладал кверцетин. Обнаружен также еще один 
флавонол (IV, tR = 13,5 мин). При пересчете кон-
центрации агликона на соответствующий гликозид 
выявлено, что концентрация гликозидов кверцети-
на в соцветиях составила 6,67 мг/г, кемпферола ‒ 
3,53 мг/г. В листьях содержание гликозидов квер-

цетина снижено практически в шесть раз, кемпфе-
рола – в три раза (см. таблицу). Сумма гликозидов 
изорамнетина и флавонола (IV) в листьях и соцве-
тиях S. baldshuanica сравнительно невысока – ме-
нее 1 мг/г. 

Отметим, что в экстрактах из листьев 
S. baldshuanica соединения фенольной природы 
представлены в меньшем составе по сравнению с 
составом в экстрактах из листьев других предста-
вителей рода Spiraea секции Calospira. Данные по 
составу и содержанию в листьях таксонов этой 
секции представлены в работе [20]. В листьях 
S. betulifolia, S. beauverdiana и S. betulifolia subsp. 
aemiliana обнаружено не менее 25 соединений. В 
листьях спиреи бальджуанской не выявлены мно-
гие соединения, в том числе n-кумаровая кислота, 
таксифолин (дигидрокверцетин), рутин, эллаговая 
кислота, идентифицированные в листьях других 
растений рода Spiraea секции Calospira. Содержа-
ние гиперозида в листьях S. baldshuanica (0,29 мг/г) 
сравнимо только с содержанием в листьях 
S. betulifolia (0,13–1,55 мг/г). В листьях S. beauver-
diana (1,03–4,30 мг/г) и S. betulifolia subsp. aemiliana 
(3,19–9,50 мг/г) концентрация гиперозида выше. 
Содержание остальных идентифицированных ве-
ществ в листьях исследуемых таксонов равно-
значна. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Впервые исследованы состав и содержание 

фенольных соединений в листьях и соцветиях 
S. baldshuanica методом ВЭЖХ. Обнаружено 15 
соединений фенольной природы в нативных экс-
трактах из листьев и соцветий. Из них иденти-
фицированы хлорогеновая и коричная кислоты, 
кверцетин, кемпферол, гиперозид, изокверцит-
рин, авикулярин и астрагалин. Хроматографиче-
ские профили листьев и соцветий различаются. 
В соцветиях S. baldshuanica обнаружены изо-
кверцитрин, авикулярин, кемпферол, которые 
отсутствуют в листьях. Мажорным компонентом 
в соцветиях является астрагалин (3,16 мг/г), кон-
центрация которого в 5 раз больше, чем в листь-
ях (0,60 мг/г).  

В гидролизатах экстрактов из листьев и со-
цветий S. baldshuanica обнаружено 3 агликона 
флавонолов ‒ кверцетин, кемпферол и изорам-
нетин. Во всех гидролизатах преобладает квер-
цетин. Концентрация гликозидов кверцетина в 
соцветиях составила 6,67 мг/г, в листьях ‒
1,19 мг/г.  

По хроматографическому профилю состав 
фенольных соединений листьев S. baldshuanica 
сильно отличается от состава экстрактов из ли-
стьев других представителей растений рода Spi-
raea секции Calospira, что является дополни-
тельным подтверждением выделения ее в от-
дельный ряд Decumbentes по морфологическим 
признакам. 
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Резюме: Применение для очистки сточных вод микроорганизмов, прикрепленных к инертной син-
тетической загрузке, позволяет увеличить окислительную способность аэротенка-биореактора. 
Изучена зависимость концентрации свободно плавающего ила от удельной длины инертной за-
грузки носителя иммобилизованного ила. Эксперимент проведен на физической модели биореак-
тора, представляющей собой поперечный вертикальный разрез промышленного аэротенка-
биореактора. Концентрация свободно плавающего ила контролировалась по методу светопро-
пускания с использованием люксметра. Найдено уравнение для математического выражения зави-
симости концентрации свободно плавающего ила от количества удельных погонных метров ер-
шовой загрузки, размещенной в биореакторе. Полученная формула позволяет рассчитать кон-
центрацию свободно плавающего ила при заданной длине носителей иммобилизованного ила. 
Определена масса иммобилизованного ила на погонном метре ершовой загрузки в зависимости от 
удельного количества ершей в биореакторе. Показано изменение массы иммобилизованного ила 
на загрузке от количества ершей и их расположения в поперечном вертикальном сечении биоре-
актора. Установка блоков биологической загрузки в центральном пространстве биореактора по 
его длине способствует увеличению дозы иммобилизованного ила по сравнению с их установкой 
по ширине аэротенка. Найдено, что эффективность воздушной среднепузырчатой регенерации 
иммобилизованного ила не зависит от удельной длины ершовой загрузки: уменьшение удельной 

длины загрузки с 60 до 10 пог. м/м
3
 во всех опытах соответствовало ~93% эффективности ре-

генерации. Увеличение суммарной дозы свободно плавающего и иммобилизованного ила позволяет 
интенсифицировать процесс очистки стоков. 
 

Ключевые слова: свободно плавающий ил, иммобилизованный ил, ершовая загрузка, физическая 
модель биореактора, воздушная регенерация 
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Abstract: The use of microorganisms attached to inert synthetic substrates in wastewater treatment in-
creases the oxidative capacity of a bioreactor. In this article, the dependence of the concentration of freely 
floating sludge on the specific length of a inert biological module carrying immobilized sludge was studied. 
Experiments were carried out in a physical bioreactor model presenting a transverse vertical section of an 
industrial bioreactor aerotank. The concentration of freely floating sludge was controlled by the method of 
light transmission using a lux meter. A mathematical expression was obtained for calculating the depen-
dence between the concentration of freely floating sludge and the number of specific meters of brush filtering 
modules placed in a bioreactor. This expression gives the concentration of freely floating sludge at a given 
length of immobilized sludge carriers. The mass of immobilized sludge along the running metre of a brush-
filtering module was determined, depending on the specific number of brushes in a bioreactor. It was shown 
that the mass of the immobilized sludge on a biological module depends on the number of brushes and their 
location in the cross vertical section of a bioreactor. The installation of biological modules in the central 
space of the bioreactor along its length increases the amount of immobilized sludge compared to their instal-
lation along the width of the aerotank. It was found that the efficiency of air medium-bubble regeneration of 
immobilized sludge does not depend on the specific length of brush filtering modules: the reduction in the 

specific length from 60 to 10 run.m/m 
3
 in all the experiments corresponded to 93% regeneration efficien-
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cy. An increase in the total amount of freely floating and immobilized sludge allows for an intensification of 
the wastewater treatment process. 
 

Keywords: freely floating sludge, immobilized sludge, brush filtering, physical bioreactor model, air regeneration 
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ВВЕДЕНИЕ 
Увеличение концентрации активного ила в 

аэротенках с применением иммобилизованного 
ила на носителях является одним из разрабаты-
ваемых способов биологической очистки сточ-
ных вод. Микроорганизмы, адсорбированные на 
инертной загрузке, менее подвержены высоким 
залповым концентрациям ядовитых веществ, 
неконтролируемому выносу их из вторичных от-
стойников, нитчатому вспуханию и воздействию 
других негативных технологических параметров 
очистки стоков. Иммобилизованный биоценоз 
позволяет равномерно распределить активный 
ил по всему объему биореактора, поддерживая 
его оптимальную и фиксированную массу [1–5]. 

Адсорбция должна осуществляться на загруз-
ке, отвечающей следующим требованиям: быть 
химически стойкой в используемой среде, иметь 
максимальную удельную поверхность и мини-
мальный объем. Синтетические носители иммоби-
лизованного биоценоза нуждаются в их периоди-
ческом обновлении, очищении от различных круп-
ных примесей и желеподобной массы с иммобили-
зованными микроорганизмами [6–10]. Количество 
наполнителя не должно превышать 30% от общего 
объема аэрационной части [2, 11]. 

Загрузочные материалы с адсорбированным 
биоценозом, позволяющие повысить эффектив-
ность биологической очистки стоков, целесооб-
разно устанавливать при модернизации суще-
ствующих аэротенков.  

Носителями иммобилизованного биоценоза 
могут быть свободно плавающие и стационарно 
закрепленные в блоке биологической загрузки 
насадки разнообразной формы, выполненные из 
различных материалов, способные увеличить 
дозу ила в биореакторе до 8–10 г/дм

3
, с надеж-

ной работой вторичных отстойников. Наличие 
прикрепленного биоценоза в аэротенках способ-
ствует снижению илового индекса свободно пла-
вающего активного ила, улучшению его гидро-
биологического состава, повышению общей 
биомассы прикрепленного ила в блоке биореак-
тор – вторичный отстойник и последующему 
увеличению окислительной мощности биореак-
тора [2, 12–16]. 

Распространенным материалом инертного 
носителя прикрепленной микрофлоры является 
ершовая загрузка из капронового волокна, на 
которой происходит седиментация и равномер-
ное распределение значительной удельной мас-
сы микроорганизмов. Биологическая очистка 

стоков осуществляется сообществом прикреп-
ленных к волокнистой (ершовой) насадке и сво-
бодно плавающих микроорганизмов, поддержи-
ваемых в объеме сооружений системой аэрации 
[10, 17–19]. 

Используемая в глубокой биологической 
очистке сточных вод ершовая загрузка изготав-
ливается из искусственного материала в виде 
щетины, укрепленной равномерно по длине 
стальной нержавеющей проволоки, обеспечива-
ющей надежную установку ершей в блоке. В 
блоках ершовая загрузка крепится вертикально 
определенным способом с различной плотно-
стью, и затем блоки помещаются в расчетном 
количестве в объеме аэрируемого сооружения 
или фильтрах предварительной доочистки воды. 
На ершах установленных блоков формируется 
объемный биоценоз из микроорганизмов разно-
образного видового состава, обеспечивающих 
беспрепятственную фильтрацию насыщенной 
кислородом водно-иловой смеси [7, 8, 12, 13, 16]. 

Конструктивной особенностью очистных со-
оружений с ершовой загрузкой является ее раз-
мещение и крепление к каркасу блока биологи-
ческой загрузки в соответствии с принятым при 
расчете количеством погонных метров ершей в 
одном кубической метре объема ступеней био-
реактора. Для возможности конвекции попереч-
ного гидродинамического потока в аэротенке-
биореакторе блоки с загрузкой размещаются в 
аэрируемом сооружении выше дна и ниже по-
верхности воды [6, 11]. 

При использовании инертной загрузки (диа-
метр 120 мм), иммобилизующей ил и повышаю-
щей его дозу на погонный метр ершовой загрузки 
до 15–20 гр, окислительная мощность биореак-
тора возрастает, процесс обработки сточных вод 
стабилизируется, глубина биологической очистки 
повышается, а объем аэрируемого очистного 
сооружения уменьшается [2, 4]. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Масса иммобилизованного ила и его соотно-

шение со свободно плавающим илом зависит от 
количества погонных метров загрузки, приходя-
щейся на один метр кубический объема биоре-
актора. Контролировать соотношение свободно 
плавающего и иммобилизованного ила возможно 
по интенсивности потока света, проходящего 
через смесь, приготовленную из водопроводной 
воды и ила, взятого на действующих очистных 
сооружениях [20].  



Кульков В.Н., Солопанов Е.Ю. Очистка сточных вод в биореакторе … 
Kulkov V.N., Solopanov E.Yu. Wastewater treatment in a bioreactor … 

 

 

 
ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 

 
63 

  
 

Установка для определения концентрации 
свободно плавающего ила с переменным коли-
чеством носителей иммобилизованного ила со-
стоит из модельного биореактора, выполненного 
из десятимиллиметрового полированного стекла. 
Схема установки приведена ранее [8, 9]. Мелко-
пузырчатую аэрацию водно-иловой смеси осу-
ществляли компрессором, а расход воздуха кон-
тролировали ротаметром. Восстановление им-
мобилизованного биоценоза осуществляли опре-
деленной подачей воздуха от компрессора в 
трубку с отверстиями для создания среднепу-
зырчатой регенерации. Регенератор, представ-
ленный медной трубкой диаметром 10 мм с се-
мью отверстиями диаметром по 2 мм, помещал-
ся под ершовой занавеской, собранной из семи 
вертикальных нитей.  

В биореакторе размещалась синтетическая 
ершовая загрузка диаметром 50 мм и длиной 
~0,62 м так, чтобы ~50 пог. м ершей приходилось 
на кубический метр объема модельной ячейки. 
Для циркуляционного движения водно-иловой 
смеси в поперечном сечении биореактора ерши 

крепились вертикально к раме с шагом 100 мм и 
размещались на ней так, чтобы расстояние до дна 
и поверхности водно-иловой смеси составляло 

0,1 м [9]. Ершовая занавеска размещалась в мо-
дельном биореакторе таким образом, чтобы с ле-

вой стороны (над мелкопузырчатым аэратором) и с 
правой стороны ячейки (в интервале 13–17 см) 
ерши отсутствовали. Интенсивность мелкопузыр-

чатой аэрации – 5,4 м
3
/(м

2
·ч). 

По интенсивности потока света от лампы 
подсветки через водно-иловую смесь, для реги-
страции которой использовали люксметр, опре-
делялась концентрация свободно плавающего 
ила, находящегося в модели биореактора [20].  

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
По показаниям люксметра построена зави-

симость интенсивности освещенности  от 

удельной длины l носителя иммобилизованного 

ила (рис. 1). 
Переход к последующей уменьшенной длине 

носителя осуществлялся после воздушной 
среднепузырчатой регенерации ершовой загруз-
ки интенсивностью 7,5 м

3
/(м

2
·ч) в течение 1 мин. 

На рис. 2 приведена динамика концентрации 
взвешенного ила Ссп в зависимости от приведен-

ной длины ершовой загрузки l . Для определения 

концентрации ила использовали калибровочный 
график – изменение концентрации свободно 
плавающего ила в зависимости от вариации ин-
тенсивности света, проходящего через модель-
ную ячейку со смесью ила и воды.  

 

 
 

Рис. 1. Динамика интенсивности освещенности при изменении удельной длины загрузки с иммобилизованным илом 
 

Fig. 1. Dynamics of illumination intensity when changing the specific length of the loading with immobilized sludge 

 

 
 

Рис. 2. Изменение концентрации взвешенного ила во времени при вариации удельной длины загрузки 
с иммобилизованным илом 

 

Fig. 2. Concentration of suspended sludge over the time when varying the specific length 
of the loading with immobilized sludge 
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Контроль за Ссп проводили до перехода се-
диментации ила на ерши в квазистационарное 
состояние (показания люксметра не изменя-
лись). 

Определено, что уменьшение длины ершовой 
загрузки приводило к повышению концентрации 
свободно плавающего ила при достижении квази-
стационарного состояния процесса адсорбции ила. 

Так, при удельной длине загрузки l , равной 

61,25 пог. м/м
3
, квазистационарная концентрация 

свободно плавающего ила Cсп равна 0,078 г/дм
3
, а 

при l  = 8,75 пог. /м
3
 Cсп = 0,29 г/дм

3
, что приблизи-

тельно в четыре раза больше. Из эксперимента 
видно, что эффективность средне-пузырчатого 
воздушного способа обновления адсорбирован-
ного ила не зависит от длины нитей ершовой 
загрузки [9]. Уменьшение удельной длины за-

грузки с 60 до 10 пог. м/м
3
 во всех опытах со-

ответствовало ~93% эффективности регенера-
ции. 

Известно, что концентрация свободно пла-
вающего ила в биореакторе зависит от длины 
носителей иммобилизованного ила. С увеличе-

нием длины нитей ершовой загрузки происходи-
ло уменьшение концентрации ила по степенной 
зависимости (рис. 3) с высоким коэффициентом 
детерминации – 0,9967: 
 

5 2

сп 4 10 0,0067 0,348,С l l       

 

где спС  – концентрация свободно плавающего 

ила, г/дм
3
; l  – удельная длина загрузки, 

пог. м/м
3
. 

В нашем эксперименте концентрация сво-
бодно плавающего ила уменьшилась примерно в 
четыре раза при увеличении удельной длины 
ершовой загрузки. По полученной математиче-
ской зависимости можно подобрать удельную 
длину носителя иммобилизованного ила при за-
данной дозе свободно плавающего ила.  

Количество иммобилизованного ила, прихо-
дящегося на погонный метр ершовой загрузки, 
уменьшается с увеличением удельного количе-
ства ершей по квадратичной зависимости 
(рис. 4). 

 

 
 

Рис. 3. Зависимость концентрации свободно плавающего ила от количества удельных погонных метров  
ершовой загрузки в биореакторе 

 

Fig. 3. Relationship between free-floating sludge concentration and the number of specific linear meters 
of brush loading in the bioreactor 

 

 
 

Рис. 4. Зависимость количества иммобилизованного ила от удельного количества ершей в биореакторе 
 

Fig. 4. Relationship between the immobilized sludge amount and specific amount of brush loading in the bioreactor 
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Поместив заданное удельное количество 
ершей в биореактор, можно определить количе-
ство иммобилизованного ила, приходящегося на 
метр погонный загрузки. Зависимость описыва-
ется степенным выражением с точностью 0,9645: 
 

4 2

им 4 10 0,085 8,7786,m n n       

 

где 
имm  – количество иммобилизованного ила, 

г/пог. м; n  – удельное количество ершей длиной 

0,7 м, шт./м
3
. 

Уменьшение количества иммобилизованного 
ила, приходящегося на метр погонный ершовой за-
грузки, с увеличением удельного количества ершей 
объяснятся газогидродинамической обстановкой в 
зоне установки ершовых носителей в биореакторе. 
На рис. 5 приведена диаграмма движения жидкости 
в вертикальной модели аэрируемого сооружения 
размерами 0,05×1,50×1,10 м. Интенсивность аэра-

ции в модели составляла 7,3 м
3
/(м

2
·ч) [6]. 

На представленной диаграмме определяется 
центр вращения исследуемой жидкости. Центр 
смещен вправо от барботера и расположен на 
пересечении 11-й вертикали и VII-й горизонтали. 
Центральная зона поперечного вертикального 
сечения биореактора при боковом расположении 
аэратора водно-иловой смеси характеризуется 
гидропотоками со скоростями менее 0,075 м/с, 
что недостаточно для смывания иммобилизо-
ванного ила с загрузки. 

Установка ершей вправо и влево от цен-
трального ерша с шагом 0,1 м приводит к их по-
паданию в гидродинамическое поле со скоро-

стями потока 0,2 м/с, что способствует частич-
ному смыванию иммобилизованного ила с ершо-
вой загрузки. 

 

 
 

Рис. 5. Диаграмма скорости движения водно-иловой смеси в прямоугольной модели биореактора 
с нижним боковым расположением мелкопузырчатого барботера. Скорость течения воды (см/с): 

 – 7,5; ▲ – 10; – 15;  – 20; – 25;  – 30;  – 35; □ – 40;  – 45;  – 50;  – 55;  – 60;  – 65 
 

Fig. 5. Speed diagram of the water-sludge mixture movement in a rectangular model of a bioreactor with a lower 
lateral arrangement of a fine bubble bubbler. Water flow rate (cm/s): 

 – 7,5; ▲ – 10; – 15;  – 20; – 25;  – 30;  – 35; □ – 40;  – 45;  – 50;  – 55;  – 60;  – 65 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
С использованием физической модели биоре-

актора изучена динамика концентрации свободно 
плавающего ила при изменении удельной длины 
загрузки носителей иммобилизованного ила.  

Получена зависимость и найдено математиче-
ское выражение для определения концентрации 
свободно плавающего ила в зависимости от коли-
чества удельных погонных метров ершовой загруз-
ки в биореакторе. Полученная формула позволяет 
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рассчитать концентрацию свободно плавающего 
ила при заданной длине носителей иммобилизо-
ванного ила. 

Определено количество иммобилизованного 
ила на погонном метре ершовой загрузки и зависи-
мость этого параметра от удельного количества 
ершей в биореакторе. Показано, что эффективность 
воздушной среднепузырчатой регенерации иммо-
билизованного ила от удельной длины ершовой 

загрузки не зависит: уменьшение удельной длины 

загрузки с 60 до 10 пог. м/м
3
 во всех опытах соот-

ветствовало ~93% эффективности регенерации. 
Расположение блоков биологической загрузки в 

центральном пространстве биореактора по его 
длине позволяет значительно увеличить дозу им-
мобилизованного ила по сравнению с установкой 
блоков по его ширине. 
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Резюме: Известна способность микроорганизмов легко приспосабливаться к любым условиям 
окружающего пространства, формируя специфические экосистемы, существующие в самых экс-
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ние механизмов устойчивости гриба к столь токсичному веществу. Таких механизмов может 
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Abstract: Microorganisms are known for their ability to adapt easily to any environment, forming specific 
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white phosphorus in the environment, oxidizing it to a phosphate and then using it as a source of biogenic 
macronutrients. In prior studies, we have demonstrated the possibility of white phosphorus biodegradation by 
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the active forms of oxygen produced by mitochondria are involved in the detoxification of both white phos-
phorus and its transformation products. Microscopic and proteomic studies have confirmed the presence of 
the above-mentioned resistance mechanisms. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Биодеградация является одним из наиболее 

практически значимых методов обезвреживания 
промышленных стоков, содержащих высокоток-
сичные неприродные вещества [1, 2]. Преиму-
щество этого метода заключается в том, что при 
его использовании в окружающую среду не по-
падают новые химические соединения. 

Белый фосфор (Р4) относится к самым опас-
ным загрязнителям

1
. Но в окисленном состоянии 

этот элемент абсолютно необходим для всех 
форм жизни [3]. Фосфор играет важнейшую роль 
в биосфере, в том числе в жизнедеятельности 
микробиоты. Согласно данным, представленным 
в работе «Современная микробиология. Прока-
риоты»

2
, микробные культуры содержат около  

30 мг/г общего фосфора, или 0,5% на сухой вес. 
По процентному содержанию в биологических 

тканях фосфор занимает третье место после 
углерода и азота, несколько превосходя серу. 
Его содержание в золе микробной биомассы 
осадка сточных вод составляет 6–10% [4]. Пока-
зано, что бактерии Acinetobacter накапливают до 
36% запасных полифосфатов, а у некоторых ге-
нетически модифицированных микроорганизмов 
их содержание еще больше, до 50% [5]. Важную 
роль в ассимиляции почвенного фосфата играют 
грибы. Высшие растения получают фосфат от 
симбиотических грибов через микоризу – контак-
ты корней и грибницы [6]. Ряд бактерий и грибов 
специализируются на превращении минерально-
го фосфата в растворимую форму (фосфатрас-
творяющие микроорганизмы). У некоторых из 
них это даже нашло отражение в видовом 
названии [7]. Фосфор настолько важен для мик-
роорганизмов и грибов, что существует целый 

   

1
Duerksen-Hughes P., Richter P., Ingerman L., Ruoff W., Thampi S., Donkin S. Toxicological profile for 

white phosphorus. U.S. Department of health and human services. USA. 1997. 248 p. 
2
Ленгелер Й., Древс Г., Шлегель Г. Современная микробиология. Прокариоты. В 2 т. М.: Мир, 2005.  

Т. 1. – 654 с.; т. 2 – 493 с. 
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класс белков – переносчиков фосфата, кодируе-
мых специфичными генами [8]. Их единственная 
функция – формировать комплекс с гидрофиль-
ным остатком фосфорной кислоты и переносить 
его через липидную клеточную мембрану. Но 
микроорганизмы усваивают не только фосфаты. 
Ферментативное окисление восстановленных 
соединений фосфора описано в обзорах [9–11]. 
Метод ядерного магнитного резонанса (ЯМР) 
подтвердил биологическую трансформацию бе-
лого фосфора и продуктов его химических пре-
вращений, а также снижение концентрации этих 
токсичных веществ в сравнении со стерильной 
средой-контролем [12]. Исходя из сказанного 
представляется целесообразным использовать 
микроорганизмы для полной детоксикации эле-
ментного фосфора. 

Цель данного исследования, являющегося 
продолжением более ранних работ нашего кол-
лектива [13–15], – структурно-морфологическое 
и биохимическое изучение микроорганизмов, 
обезвреживающих белый фосфор, с помощью 
конфокальной и электронной микроскопии, а 
также их протеома. 

Показано, что в присутствии белого фосфора 
в септах мицелия грибов происходят морфоло-
гические изменения, которые могут быть направ-
лены на усиление защищенности от негативного 
воздействия внешней среды. Наблюдаются рез-
кие различия белкового профиля у грибов, рас-
тущих в присутствии и в отсутствии белого фос-
фора. Идентифицированы три белка, вырабаты-
ваемые аспергиллом АМ1 в присутствии белого 
фосфора, и отсутствующие у гриба, растущего в 
контроле. Вероятно, они принимают участие в 
увеличении устойчивости к токсичному ксено-
биотику. 

 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Штаммы Aspergillus niger, имеющие автор-

ские кодовые названия АМ1 и АМ2, зарегистри-
рованы во Всероссийской коллекции микроорга-
низмов (ВКМ). 

Подготовка проб, разделение и анализ бел-
ков, электронная микроскопия, масс-спектромет-
рия пептидов описаны в ранее изданной публи-
кации [16]. 

Измерение толщины клеточных стенок на 
микрофотографиях проводилось при помощи 
программы Xara Xtreme Pro 5, позволяющей 
наносить на изображения линии с указанием их 
точной длины. На каждой фотографии измере-
ние толщины проводилось не менее чем в деся-
ти местах по окружности. Определение размеров 
митохондрий проводилось в этой же программе. 
Поскольку митохондрии на срезах имеют форму, 
приближающуюся к эллипсу, измерялся их мак-
симальный диаметр. 

Анализ и статистическая обработка данных 
проведены в программе GraphPad Prism 8.4.0. 
Результаты представлены в виде диаграмм. 

Общее межгрупповое сравнение проводили по 
критерию однофакторного дисперсионного ана-
лиза, а затем попарное сравнение – по критерию 
Тьюки с учетом статистического значимого раз-
личия при Р ≤ 0,05. На диаграммах обозначения 
ns, *, **, ***, **** равны P > 0,05; P ≤ 0,05; P ≤ 0,01; 
P ≤ 0,001, и P ≤ 0,0001 соответственно. Данные 
были проверены на нормальность и однород-
ность дисперсии с использованием критерия Д'А-
гостино – Пирсона. На основе полученных ре-
зультатов проверки на нормальность был ис-
пользован критерий однофакторного дисперси-
онного анализа для дальнейшей обработки дан-
ных. Данные представлены в виде M±SEM. 

 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
На полученных с помощью электронного 

микроскопа фотографиях хорошо различимы 
клетки, обрамленные клеточной стенкой (рис. 1). 

 

 
 

Рис. 1. ТЭМ-изображение поперечного среза гифы 
штамма АМ1, инкубированного в среде с фосфатом  
(желтыми цифрами обозначены митохондрии) 
 

Fig. 1. TEM image of hyphae cross-section of strain AM1 
incubated in a medium with phosphate  
(yellow numbers indicate mitochondria) 

 
В опыте проводилась одновременная обра-

ботка клеток белым фосфором. При воздействии 
белого фосфора на клетки главным образом ме-
няется морфология клеточной стенки: ее толщи-
на заметно увеличивается, наблюдается изме-
нение плотности, на поверхности появляется 
протеогликановый волокнистый слой, придаю-
щий поверхности гифов ворсистую структуру, не 
наблюдаемую в контроле [17, 18]. Также опреде-
ленно увеличивается число митохондрий в клет-
ках гиф – с 4 до 10 (рис. 2). Увеличивается раз-
мер митохондрий. 

Следует отметить, что штамм АМ2, более 
адаптированный к существованию в присутствии 
белого фосфора по сравнению с предковым 
штаммом АМ1 [19], и в контроле, в отсутствии 
белого фосфора, имеет видоизмененную кле-
точную стенку с ворсистой поверхностью 
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(рис. 3). Можно предположить, что признаки ре-
акции на стрессирующий фактор в результате 
отбора стали для этого специализированного 
штамма постоянными морфологическими при-
знаками. Следует особо подчеркнуть, что штамм 
АМ2 – дочерний к АМ1 и возник уже в нашей ла-
боратории. Поэтому присутствие белого фосфо-
ра в среде – единственный стрессирующий фак-
тор, с которым он сталкивался за период своего 
существования. Количество и размер митохон-
дрий у АМ2 также возрастают в присутствии бе-
лого фосфора, достигая более высоких значе-
ний, чем у АМ1, однако, характерного для пред-
кового штамма утолщения клеточной стенки в 
опыте у АМ2 не наблюдается (рис. 4). 

 

 
 

Рис. 2. ТЭМ-изображение поперечного среза гифы 
штамма АМ1, инкубированного в среде с белым  
фосфором (желтыми цифрами обозначены митохондрии) 
 

Fig. 2. TEM image of hyphae cross-section of strain AM1 
incubated in a medium with white phosphorus  
(yellow numbers indicate mitochondria) 

 

 
 
Рис. 3. ТЭМ-изображение поперечного среза двух гиф 
штамма АМ2, инкубированного в среде с фосфатом  
(желтыми цифрами обозначены митохондрии) 
 
Fig. 3. TEM image of two hyphae cross-section  
of strain AM2 incubated in a medium with phosphate  
(yellow numbers indicate mitochondria) 

 
 
Рис. 4. ТЭМ-изображение поперечного среза двух гиф 
штамма АМ2, инкубированного в среде с белым  
фосфором (желтыми цифрами обозначены митохондрии) 
 
Fig. 4. TEM image of hyphae cross-section  
of strain AM2 incubated in a medium with white  
phosphorus (yellow numbers indicate mitochondria) 

 
По данным статистической обработки ре-

зультатов, у АМ1 толщина клеточной стенки 
сильно различается в опыте и контроле 
(F [3, 44] = 11,86; P<0,0001), а у АМ2 данного 
различия нет (рис. 5, а). Размер митохондрий 
статистически отличается в опыте и контроле 
для каждого штамма (рис. 5, b). 

В процессе исследований был разработан 
метод, позволяющий экстрагировать белки из 
мицелия аспергилла. Одномерный электрофорез 
подтвердил присутствие белков в экстракте, что 
говорит об эффективности данного метода 
(рис. 6). 

Исследования протеома, описанные в работе 
[16], продемонстрировали четкие различия бел-
кового профиля при росте аспергилла в отсут-
ствии и в присутствии белого фосфора. Белко-
вый профиль в свою очередь определяется экс-
прессией генов, следовательно, есть основания 
говорить об ответе на загрязнение белым фос-
фором на этом уровне. Данное предположение 
подтверждается двумерным электрофорезом. 
На рис. 7 белым цветом выделены вырезанные 
белковые пятна, каждое из которых соответству-
ет отдельному белку. Белки контроля (без бело-
го фосфора) окрашены красной флуоресцентной 
краской, белки образца, обработанного белым 
фосфором, – зеленой флуоресцентной краской. 
При наложении белков контроля и опыта возни-
кает желтая флуоресценция. Однако в данном 
случае желтое излучение наблюдается только у 
единичных пятен, что говорит о существенном 
различии белковых профилей контроля и опыта. 

После получения спектров MALDI и обработ-
ки данных были идентифицированы белки № 6, 
9 и 22, по нумерации окрашенных пятен белков 
на геле (см. рис. 7). Белок № 6 оказался дигид-
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ронеоптеринальдолазой, продукты которой, ве-
роятно, задействованы в метаболических про-
цессах и способствуют детоксикации токсичных 
производных фосфора [20–23]. Белок № 9 явля-
ется поверхностной оксидоредуктазой. Возмож-
но, он является ферментом, принимающим уча-
стие в окислении токсичных ксенобиотиков [24]. 
На рис. 8 приведен масс-спектр белка № 22, чья 
функция неизвестна. Его появление в ответ на 

действие белого фосфора дает основание пред-
положить, что данный белок имеет отношение к 
защите от стрессирующих воздействий. Напри-
мер, он может оказаться одним из белков, ини-
циирующих каскадный механизм реакции на 
стрессирующие воздействия, ферментом, обез-
вреживающим белый фосфор, или его транспор-
тером внутрь клетки. 

 
 
 

  
  

a b 
 

Рис. 5. Сравнительный анализ различий толщины клеточных стенок (a) и диаметра митохондрий (b).  
Р4 – белый фосфор (опыты), РО4 – фосфат (контроль). Данные представлены в виде M±SEM 

 

Fig. 5. Comparative analysis of cell wall thickness (a) and mitochondrial diameter (b) in A. nigerstrains.  
P4 – white phosphorus (experiments); PO4 – phosphate (controls). Data are presented as M±SEM 

 
 
 

 
 

Рис. 6. Изображение одномерного геля с белками,  
выделенными из образцов A. niger 
 

Fig. 6. Image of a one-dimensional gel with proteins  
isolated from A. niger samples 

 
Рис. 7. Сканированное изображение двумерного геля 
протеома A. niger 
 
Fig. 7. Scanned image of a two-dimensional gel  
of A. niger proteome 
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Рис. 8. Масс-спектр белка № 22 
 

Fig. 8. Mass spectrum of protein no. 22 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Полученные результаты очень интересны и 

имеют научную новизну. Более ранние наши ис-
следования показали, что все изучаемые нами 
штаммы черного аспергилла обладают устойчи-
востью к белому фосфору [25]. Наличие у 
A. niger защитных механизмов позволяет им 
быть устойчивыми к такому токсичному загряз-
нителю окружающей среды, как белый фосфор. 
Поскольку эти механизмы, слабо выраженные у 
бактерий, наиболее ярко проявляются у штамма 
A. niger АМ1, возникло предположение, что этот 
механизм устойчивости связан с морфологией 
грибов, в первую очередь со строением клеточ-
ной стенки. Дальнейшие исследования, прове-
денные с помощью оптической и электронной 
микроскопии, подтвердили обоснованность дан-
ного предположения. Показанные в опыте у 
штамма АМ1 такие признаки, как заметное 
утолщение клеточных стенок, появление на их 
поверхности волокнистого слоя, увеличение 
числа и размеров митохондрий в гифах, могут 
являться защитой от вредных воздействий – 
клеточная стенка служит барьером, а митохон-
дрии поддерживают энергетический обмен. Од-
нако у АМ2 утолщения клеточной стенки в опыте 
не наблюдалось. Можно предположить, что 
устойчивость к белому фосфору у АМ2 возросла 
настолько, что необходимость в срабатывании 
данного защитного механизма исчезла. Согласно 
литературным источникам [26], продуцируемые 
митохондриями активные формы кислорода ис-
пользуются живыми клетками для детоксикации 
ксенобиотиков. Для обезвреживания белого 
фосфора и большинства продуктов его превра-
щений они подходят, поскольку данные ксено-
биотики являются восстановителями. Следует 
обратить внимание на то, что один из продуктов 

превращений белого фосфора – фосфин – яв-
ляется высокотоксичным респираторным ядом, 
подавляющим активность митохондрий [27]. По-
этому увеличение размеров и числа митохон-
дрий может служить компенсаторным механиз-
мом (гипертрофией), возникающим в ответ на 
угнетение их метаболизма. 

Одним из предположений было, что меха-
низм устойчивости связан с наличием фермен-
тов оксидаз, обезвреживающих белый фосфор. 
Протеомное исследование показало, что эта ги-
потеза тоже имеет под собой реальное основа-
ние. Стоит отметить большую разницу белкового 
профиля у грибов в контроле и опыте. Причем 
один из не характерных для контроля белков 
обладает неизвестной функцией. 

Интересно, что некоторые из признаков, пе-
речисленных для штамма А. niger АМ2, прояв-
ляются в контроле. Так, волокнистый слой на 
внешней поверхности клеточной стенки присут-
ствует и в культуральной среде, не содержащей 
белый фосфор. Мы предполагаем, что это может 
быть результатом дальнейшей адаптации к оби-
танию в токсичной среде и более узкой специа-
лизации. Но биология штамма требует дальней-
шего изучения, которое даст возможность сде-
лать обоснованные выводы. В настоящий мо-
мент мы не знаем, являются ли различия штам-
мов АМ1 и АМ2 следствием мутационной или 
модификационной изменчивости, либо иных 
микроэволюционных изменений. 

Таким образом, на основании проведенного 
исследования можно заключить: 

– что присутствие белого фосфора в культу-
ральной среде оказывает влияние на морфоло-
гию гриба Aspergillus niger АМ1: происходит 
утолщение и усложнение структуры клеточной 
стенки, увеличивается число и размер митохон-
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дрий. У штамма A. niger АМ2 данные признаки 
реакции на стрессирующий фактор проявляются 
и в контроле; 

– реакцией на белый фосфор является су-
щественное изменение экспрессии генов и бел-
кового профиля черного аспергилла; 

– перечисленные изменения морфологиче-
ских и биохимических признаков являются, веро-
ятно, защитной реакцией, позволяющей аспер-
гиллам адаптироваться к неблагоприятным фак-
торам окружающей среды, в том числе, к токси-
ческому действию белого фосфора. 
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Влияние синего света при культивировании мицелия 
Inonotus rheades на биологические свойства 

водных экстрактов 
 

© Г.Б. Боровский*, Т.Г. Горностай*, М.С. Полякова*,  
М.К. Боровская*, М.А. Хаснатинов**,  
И.С. Соловаров**, Г.А. Данчинова** 

 

*Сибирский институт физиологии и биохимии растений СО РАН, 
г. Иркутск, Российская Федерация 
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г. Иркутск, Российская Федерация 
 

Резюме: Цель работы – определить, зависят ли антиоксидантные, цитотоксические и вирулицидные 
свойства водных экстрактов из мицелия Inonotus rheades от условий освещения при его культивиро-
вании. Было изучено влияние освещения синим светом на мицелий I. rheades, который культивировали 
на древесине березы при температуре 25±1 ºС в темноте или при постоянном освещении синими 
светодиодами мощностью 12,8 Вт/м

2
. В ходе работы были получены две фракции водорастворимых 

полисахаридов: ВР-5 – выделенные из мицелия, выращенного при освещении синим светом; ВР-6 – вы-
деленные из мицелия, выращенного в темноте. Экстракт из мицелия, выросшего в условиях освеще-
ния синим светом, проявлял большую антиоксидантную активность, чем экстракт из мицелия, вы-
ращенного в темноте. Исследование действия экстрактов на тестовую культуру опухолевых кле-
ток показало, что экстракты вызывают небольшую гибель клеток на 6-е сутки совместной инкуба-
ции. Цитостатическое действие экстрактов также проявлялось спустя 6 суток. Плотность куль-
туры при максимальных концентрациях уменьшалась до 60% от контроля для экстракта ВР-6 и до 
20% – для экстракта ВР-5. Результаты измерения противовирусной активности экстрактов показа-
ли, что экстракты ВР-5 и ВР-6 полностью уничтожают вирус клещевого энцефалита. Эксперимен-
тально показано, что после нормализации значений рН экстрактов в обоих экстрактах присутству-
ют компоненты, проявляющие существенное противовирусное действие. Индекс ингибирования для 
экстракта BP-5 составил 3, а для BP-6 – 2 lg БОЕ/мл. Это позволяет предположить, что концентра-
ция вирулицидных компонентов в экстракте из мицелия, выращенного в условиях освещения синим 
светом, приблизительно в 10 раз выше, чем в экстракте из мицелия, выращенного в темноте. Таким 
образом, в экстрактах из мицелия I. rheades, выращенного на дисках березы, содержатся вещества, 
имеющие антиоксидантные, цитостатические вирулицидные свойства. Их накопление стимулиру-
ется синим светом. 
 

Ключевые слова: Inonotus rheades; водорастворимые полисахариды; биологическая, антиокси-
дантная, цитостатическая и противовирусная активность; вирус клещевого энцефалита; дей-
ствие синего света 
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Abstract: The aim was to determine whether the antioxidant, cytotoxic and virucidal properties of aqueous 
extracts isolated from the Inonotus rheades basidiomycete depend on the illumination of the mycelium during 
cultivation. Effects of blue light illumination on the mycelium of I. rheades, which was cultivated on birch 
wood at 25±1 ºC in the dark and under a constant illumination of 12.8 W/m

2
 were studied. In the course of 

the work, two fractions of water-soluble polysaccharides were obtained: ВР-5 – isolated from the mycelium 
grown under blue light; BP-6 – isolated from mycelium grown in the dark. Two fractions of water-soluble pol-
ysaccharides were obtained during the study: ВР-5 – water-soluble polysaccharides isolated from the myce-
lium grown under blue light; ВР-6 – water-soluble polysaccharides isolated from the mycelium grown in the 
dark. The extract from the mycelium grown under blue light showed a greater antioxidant activity than that 
from the mycelium grown in the dark. An analysis of the effect of the extracts under study on a test culture of 
tumour cells showed that the extracts cause the death of some amount of the cells on the 6th day of co-
incubation. The cytostatic effect of the extracts was also manifested following 6 days. In comparison with the 
control, the density of the culture at maximum concentrations decreased to 60% and 20% for BP-6 and BP-
5, respectively. The results of measuring the antiviral activity of the extracts showed that BP-5 and BP-6 
completely destroy tick-borne encephalitis viruses. It was experimentally shown that, after normalisation of 
the pH values, both extracts contain components exhibiting a significant antiviral effect. The inhibition index 
for BP-5 and BP-6 comprised 3 and 2 lg PFU/ ml, respectively. This suggests that the concentration of viru-
cidal components in the extract from mycelium grown under blue light is approximately 10 times higher than 
that in the extract from the mycelium grown in the dark. Thus, the extracts from the mycelium of I. rheades 
grown on birch discs contain substances exhibiting antioxidant, cytostatic and virucidal properties. The ac-
cumulation of these properties can be stimulated by blue light illumination. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Свет служит важнейшим фактором, в целом 

влияющим на рост и развитие грибов [1]. Из-
вестно, что грибы имеют светочувствительные 
системы – хроматофоры, воспринимающие свет 
и участвующие в ответных реакциях грибного 
организма [2]. Отмечено существование меха-
низмов восприятия УФ-излучения, синего, зеле-
ного и красного света [2, 3]. Развитие технологий 
культивирования грибов в биотехнологических 
целях с использованием искусственного подсве-
чивания, в частности, с применением светоди-
одных ламп, дало возможность более детально-
го исследования влияния света разных участков 
спектра на рост грибов. Так, использование 
красного света приводило к усилению роста и 
увеличению выхода биомассы мицелия Laetipo-
rus sulphureus [4], Coriolus vaporarius и Serpula 
lacrimans [5]. Получению большого количества 
плодовых тел Hypsizigus marmoreus способство-
вало облучение синими и зелеными диодами [6], 
а для Pleurotus citrinopileatus – красными, при 

этом полученные плодовые тела имели более 
высокую биологическую эффективность [7]. По-
вышение биологической активности также обна-
ружено при облучении глубинной культуры Pleu-
rotus оstreatus. Низкоинтенсивное лазерное об-
лучение с длиной волны 632,8 нм в непрерывном 
и импульсном режиме позволило увеличить ан-
тимикробную активность мицелия и культураль-
ной жидкости P. ostreatus по отношению к Micro-
coccus luteus, Staphyloccocus aureus и Bacillus 
mycoides на 10–20% [4]. 

В настоящее время доказано влияние света 
на метаболизм и содержание многих метаболи-
тов у грибов [1, 8]. Использование синего света 
при выращивании гриба Ganoderma lucidum при-
водило к большему накоплению полисахаридов 
на каждой стадии его развития, чем при культи-
вировании в темноте [9, 10]. Применение УФ-из-
лучения увеличивало содержание полисахари-
дов в мицелии Inonotus obliquus до 2,4% [11]. 
Облучение синим и красным светом мицелия 
G. lucidum увеличивало накопление экзо- и эндо-
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полисахаридов [12]. Частичное подавление об-
разования фелигридинов и даваллиялактонов 
было отмечено для погруженной культуры I. ob-
liquus, выращенной в синем и красном свете, в 
темноте содержание этих соединений было вы-
ше [13]. Для I. rheades также была обнаружена 
зависимость химического состава мицелия от 
длины волны света, которым он освещался при 
росте. В частности, было обнаружено влияние 
освещения на жирнокислотный состав мицелия 
[14], а также было установлено существенное 
повышение содержания стирилпиронов при ос-
вещении мицелия синим светом [15].  

Таким образом, изменяя такой параметр 
культивирования, как свет, можно управлять 
морфогенезом и биосинтезом метаболитов 
грибного организма. Использование света как 
контролируемого экологического фактора, регу-
лирующего рост, развитие и химический состав 
грибов, является актуальным. В связи с расши-
рением темы исследования была поставлена 
цель – определить, определить, зависят ли ан-
тиоксидантные, цитотоксические и вирулицид-
ные свойства водных экстрактов из мицелия 
Inonotus rheades от условий освещения при его 
культивировании. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Объектом исследования являлся мицелий 

базидиального гриба Inonotus rheades штамм 
287 из коллекции грибных культур Центра кол-
лективного пользования «Биоресурсный центр» 
Сибирского института физиологии и биохимии 
растений СО РАН, который культивировали на 
древесных дисках Betula pendula Roth 
(Betulaceae). Субстрат был стерилизован и затем 
инокулирован мицелием I. rheades. Культивиро-
вание мицелия вели при температуре 25±1 ºС в 
темноте, а также при освещении синими свето-
диодами мощностью 12,8 Вт/м

2
. Из полученного 

мицелия выделяли фракцию водорастворимых 
полисахаридов (ВРПС) с использованием мето-
дики, представленной в работе [16]. Перерас-
творение экстракта делали с использованием 
стерильной воды, далее экстракт пропускали 
через бактериальный фильтр с порами диамет-
ром 22 мкм. Раствор ВРПС хранили при минус 
20 ºС. 

Определение общего антиоксидантного по-
тенциала (TAC) экстрактов проводили по мето-
дике, представленной в работе [17], определе-
ние активности экстрактов, направленной на 
нейтрализацию радикалов, – с использованием 
свободного радикала ABTS

+
 – по методике авто-

ров работы [18].  
В качестве тестовой культуры клеток была 

использована клеточная линия А-549, получен-
ная из карциномы легкого человека [19], приоб-
ретенная в ООО «БиолоТ» (Россия). Клетки  
A-549 культивировали при 37 ºC и 5% CO2 в сре-

де DMEM с добавлением антибиотиков и 10% 
фетальной бычьей сыворотки. Эксперименты по 
цитотоксическому и тормозящему рост действию 
ВРПС на клетки культуры проводили в стандарт-
ных 96-луночных планшетах (Sarstedt, Герма-
ния): при достижении стадии 100% конфлюэнт-
ности – для исследования цитотоксического дей-
ствия, стадии 50–60% конфлюэнтности – для 
исследования цитостатического влияния. Для 
оценки влияния ВРПС на жизнеспособность кле-
ток монослой инкубировали с тестируемым об-
разцом в серии двукратных разведений в тече-
ние 1, 3 и 6 суток. Параллельно инкубировали 
контрольные образцы клеток, в которых вместо 
экстрактов использовали стерильный фосфатно-
солевой буфер. Эксперимент воспроизводили в 
3–4-х независимых повторах. Для определения 
тормозящего рост культуры действия ВРПС экс-
тракты вносили в лунки по достижении 50-60% 
конфлюэнтности, что происходило после 24 ч, и 
инкубировали с растущей культурой клеток в те-
чение указанных сроков. 

Для определения эффекта действия ВРПС 
по истечении срока инкубации слой клеток про-
мывали стерильным фосфатно-солевым буфе-
ром, фиксировали 10%-м формалином и окра-
шивали кристаллическим фиолетовым. Для 
сравнительной оценки количества жизнеспособ-
ных клеток, проводили экстракцию красителя в 
100 мкл метанола и измеряли оптическую плот-
ность (ОП) экстрактов при длине волны 630 нм с 
помощью спектрофотометра FLUOstar Omega 
(BMG Labtech, Германия). Долю жизнеспособных 
клеток после контакта с исследуемым экстрак-
том в заданной концентрации рассчитывали как 
отношение ОП экстракта кристаллического фио-
летового в лунке с препаратом к ОП экстракта 
кристаллического фиолетового в лунке с кон-
трольным монослоем и выражали в процентах. 

Для оценки противовирусной активности ис-
пользовали охарактеризованный ранее изолят 
вируса клещевого энцефалита (ВКЭ) 92М [20]. 
Культивирование ВКЭ проводили в клеточной 
линии почки эмбриона свиньи СПЭВ (НИИ грип-
па им. А.А. Смородинцева МЗ РФ, Санкт-Пе-
тербург). Инфекционность вируса определяли с 
помощью титрования бляшкообразующих еди-
ниц в культуральной среде и выражали в виде  
lg БОЕ/мл. Поддержание культур клеток осу-
ществляли на среде RPMI1640 с добавлением ан-
тибиотиков и 5% эмбриональной телячьей сыво-
ротки (ЭТС) HyClone (Thermo Scientific, Россия). 

Противовирусную активность определяли в 
соответствии с методикой, предложенной в ра-
боте [21], с учетом дальнейших модификаций. 
Для оценки ингибирующего действия экстрактов 
на вирионы ВКЭ, 100 мкл среды RPMI 1640 (без 
сыворотки), содержащей 30000 БОЕ ВКЭ, сме-
шивали с равным объемом тестируемого экс-
тракта в концентрации 8 мг/мл. Таким образом, 
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рабочая концентрация экстрактов составляла 
4 мг/мл. Референс-образец приготавливали, 
смешивая 100 мкл вирусной суспензии с равным 
объемом стерильной бидистиллированной воды. 
В качестве положительного контроля использо-
вали донорский иммуноглобулин человека про-
тив клещевого энцефалита производства НПО 
«Микроген» МЗ РФ (Томск) в концентрации 
1 мг/мл. Смеси инкубировали при 37 ºС в тече-
ние 30 мин и затем определяли концентрацию 
инфекционного ВКЭ в каждом образце с помо-
щью титрования БОЕ согласно уже указанной 
методике [21]. Индекс ингибирования (ИИ) рас-
считывали как разницу титра ВКЭ (в логарифми-
ческом выражении) в референс-образце и титра 
ВКЭ в образце, обработанном исследуемым 
препаратом. 

Все эксперименты проводили в трех незави-
симых повторах, результаты представляли в ви-
де средних значений. Для оценки внутригруппо-
вой вариабельности результатов рассчитывали 
стандартное отклонение. Обработку результатов 
производили с помощью программы MSOffice 
EXCEL (Microsoft, США). Исследования противо-
вирусной активности проводились в лаборато-
рии, лицензированной для работ с возбудителя-
ми инфекционных заболеваний II–IV группы па-
тогенности. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Выход и антиоксидантные свойства экс-

трактов ВРПС из мицелия, выращенного в 
темноте и при освещении. В ходе работы были 
получены две фракции ВРПС: ВР-5 – ВРПС ми-
целия, выращенного на древесных дисках при 
освещении синим светом, ВР-6 – ВРПС мицелия, 
выращенного на древесных дисках в темноте.  

Данные, приведенные в таблице, показывают 
положительное влияние освещения на содержа-
ние ВРПС в мицелии. Так, экстракты ВРПС, выде-
ленные из мицелия, выращенного в условиях 
освещения синим светом, проявляют большую 
антиоксидантную активность, чем ВРПС из мице-
лия, культивированного в темноте. Подобное вли-
яние синего света на метаболизм I. rheades ранее 
было показано нами для фенольных соединений 
стирилпиронов (веществ, имеющих высокий анти-
оксидантный потенциал) [15]. Из литературы также 
известно, что при освещении синим светом проис-
ходит увеличение содержания полисахаридов при 
культивировании Ganoderma lucidum [9, 10]. 

 

Характеристика ВРПС из I. rheades при различных 
световых режимах выращивания 
Characterization of WSPS from I. rheades under different 
light growing regimes 
 

ВРПС Выход, г TAC, мг/г 
ABTS˙  

(IC50, мг/г) 

ВР-5 2,13 63,51±1,95 17,19±1,72 
ВР-6 1,06 34,98±1,46 55,73±0,41 

Примечание. Представлены средние значения (M ± SE).  

Действие экстрактов ВРПС на раковые 
клетки человека. Результаты исследования ци-
тотоксической активности экстрактов ВР-5 и ВР-6 
показали, что действие экстрактов на клетки  
А-549 довольно слабое. Так, после 1-х и 3-х су-
ток инкубации значимого влияния экстрактов  
ВР-5 и ВР-6 отмечено не было. После 6-ти суток 
было замечено уменьшение количества живых 
клеток на 20–30% от контроля при максимальной 
исследованной концентрации 1000 мкг/мл (дан-
ные не представлены).  

При определении цитостатического действия 
ВРПС на культуру клеток оказалось, что спустя 
трое суток совместной инкубации с клетками 
экстракты тормозили рост достаточно сильно 
только в высокой концентрации. На рис. 1 пока-
зано антипролиферативное действие экстрактов 
ВРПС из мицелия I. rheades на культуру клеток 
А-549 после 6-ти суток совместной инкубации.  

 

 
 

Рис. 1. Антипролиферативное действие экстрактов ВРПС 
из мицелия I. rheades на культуру клеток А-549 после 6-ти 
суток совместной инкубации. Планки погрешностей  
отражают стандартное отклонение средних значений  
по результатам четырех независимых воспроизведений 
эксперимента 
 

Fig. 1. Antiproliferative effect of extracts of VRPS  
from I. rheades mycelium on A-549 cell culture after 6 days  
of co-incubation. Error bars  
represent the standard deviation  
of the means from four independent replicates  
of the experiment 

 
Из представленных на рис. 1 графиков вид-

но, что наиболее четко тормозящее рост и деле-
ние клеток действие ВР-5 и ВР-6 проявлялось 
спустя 6 суток. Плотность культуры уменьшалась 
до 60% от контроля для экстракта ВР-6 и до 20% 
– для экстракта ВР-5. При разведении экстракта 
интенсивность угнетения роста культуры до-
вольно быстро уменьшалась. Таким образом, 
экстракты тормозили деление и рост клеточной 
культуры карциномы легкого (А-549) дозозави-
симым способом, при этом, стоит отметить, экс-
тракт из мицелия, выращенного при синем свете 
(ВР-5) приводил к большему торможению роста 
плотности культуры А-549.  

Известно, что полисахариды грибов прояв-
ляют противоопухолевую активность главным 
образом посредством активации иммунной си-
стемы организма [22, 23], а не прямым действи-
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ем на раковые клетки. Тем не менее, ВРПС из 
I. rheades продемонстрировали регистрируемый 
цитостатический эффект, причем он также ока-
зался светозависимым. 

Противовирусные свойства экстрактов 
ВРПС. Результаты измерения противовирусной 
активности экстрактов, представленные в виде 
диаграммы на рис. 2, показывают, что экстракты 
ВР-5 и ВР-6 полностью уничтожили ВКЭ. На 
рис. 2 также представлены данные по референс-
образцу ВКЭ, обработанному стерильной биди-
стиллированной водой. Контролем служил им-
муноглобулин человека против клещевого энце-
фалита в концентрации 1 мг/мл.  

 

 
 

Рис. 2. Вирулицидное действие водных экстрактов ВРПС 
из мицелия, выращенного при освещении синим светом 
(ВР-5) и в темноте (ВР-6), по отношению к ВКЭ (рабочая 
концентрация – 0,4 мг/мл). Планки погрешностей  
отражают стандартное отклонение средних значений  
по результатам трех независимых воспроизведений  
эксперимента 
 

Fig. 2. Antiviral effect of aqueous extracts of WSPS  
from mycelium grown under the blue light  
(BP-5) and in the dark (BP-6) against TBEV (working  
concentration – 0.4 mg/ml). Error bars represent the standard 
deviation of the means from three independent replicates  
of the experiment 

 

Однако измерение рН экстрактов показало, 
что экстракты ВР-5 и ВР-6 определенно закисле-
ны – рН < 5,8. Это могло вызывать неспецифич-
ное снижение инфекционности за счет необра-
тимого рН-зависимого изменения конформации 
оболочечного белка вируса. Для нейтрализации 
кислотности экстрактов I. rheades, стоковые экс-
тракты были растворены в стерильном фосфат-
но-соле-вом буфере (pH = 7,4) до концентрации 
0,8 мг/мл, что обеспечивало рабочую концентра-
цию 0,4 мг/мл. Итоговая кислотность была близ-
ка к нейтральным значениям рН. Оказалось, что 
при нейтральных значениях pH экстракты BP-5 и 
BP-6 также проявляют вирулицидные свойства в 
концентрации 0,4 мг/мл и снижают количество 
инфекционного ВКЭ в 1000 и 100 раз соответ-
ственно (рис. 3).  

Сравнение полученных данных показывает, 
что исключительные вирулицидные свойства 
экстрактов BP-5 и BP-6 в значительной мере 
обусловлены кислотностью растворов. Однако 
даже при приведении кислотности среды к 

нейтральной в обоих экстрактах присутствуют 
компоненты, проявляющие существенное спе-
цифическое противовирусное действие. Индекс 
ингибирования для экстракта BP-5 составил 3, а 
для BP-6 – 2 lg БОЕ/мл. Это позволяет предпо-
ложить, что концентрация вирулицидных компо-
нентов (или индивидуального компонента) в экс-
тракте из мицелия, выращенного в условиях 
освещения синим светом (ВР-5), приблизительно 
в 10 раз выше, чем в экстракте из мицелия, вы-
ращенного в темноте (BP-6). Ранее, мы опреде-
лили, что I. rheades содержит в мицелии водо-
растворимые вещества, обладающие вирули-
цидными свойствами в отношении ВКЭ [24]. В 
данной работе было показано, что их накопле-
ние стимулируется освещением синим светом.  

 

 
 

Рис. 3. Вирулицидное действие в отношении ВКЭ  
экстрактов ВРПС, приведенных к нормальной  
кислотности растворов (рабочая концентрация 0,4 мг/мл). 
ВР-5 – экстракт из мицелия, выращенного при освещении 
синим светом; ВР-6 – экстракт из мицелия, выращенного 
в темноте; ФСБ – образец ВКЭ, обработанный 
фосфатно-солевым буфером (pH = 7,4). Планки  
погрешностей отражают стандартное отклонение  
средних значений по результатам трех независимых  
воспроизведений эксперимента 
 

Fig. 3. Virucidal action against TBEV of extracts of WSPS 
reduced to normal acidity of solutions (working concentration 
0.4 mg/ml). ВР-5 – extract from mycelium grown under blue 
light illumination; BP-6 – extract from mycelium grown  
in the dark; ФСB – TBEV sample treated with  
phosphate-buffered saline (pH = 7.4). Error bars represent 
the standard deviation of the means from three independent 
replicates of the experiment 

 
Несмотря на то что грибы не содержат хло-

рофилла, они весьма чувствительны к свету. 
Свет регулирует развитие и рост грибов, морфо-
генез и биосинтез веществ первичного и вторич-
ного метаболизма. Большинство видов «видят» 
синий свет. Некоторые виды грибов реагируют и 
на остальную часть видимого спектра, а также на 
ультрафиолет (см., например, [25]). Работ по 
стимуляции антиоксидантных свойств экстрактов 
из грибов и накоплению потенциально противо-
опухолевых веществ освещением не так уж мало 
[26–32]. Но в то же время практически не встре-
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чаются публикации по исследованию стимуля-
ции накопления веществ, имеющих противови-
русную активность. В качестве близкой по тема-
тике можно привести работу [33], где показано 
многократное увеличение биосинтеза шикимо-
вой кислоты – предшественника синтетического 
ингибитора вирусной нейраминидазы в противо-
вирусном препарате Тамифлю, в мицелии ве-
шенки в ответ на освещение синим светом. Нет 
сомнений, что вещества, имеющие противови-
русные свойства и накапливающиеся в грибах в 
ответ на стимуляцию светом, существуют. Более 
того, возможно, они уже известны науке, учиты-
вая широкий спектр найденных противовирусных 
свойств экстрактов из грибов [34], но светочув-
ствительность индукции их накопления пока не 
исследовалась.   

 
 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Проведенные эксперименты подтвердили ги-

потезу о том, что в мицелии I. rheades содержат-
ся соединения, проявляющие противовирусную, 
антипролиферативную и антиоксидантную ак-
тивность. Как было обнаружено ранее, возмож-
ность синтеза этих соединений определяется 
субстратом, на котором выращивается мицелий. 
В данной работе показано, что их накопление 
стимулируется освещением синим светом. 
Необходимы дальнейшие исследования для бо-
лее точной идентификации активных соедине-
ний, выявления их биологических свойств, опре-
деления мишеней воздействия. Регуляция пара-
метров освещения мицелия, используемого в 
качестве сырья в биотехнологии, является акту-
альной, поскольку позволяет существенно уве-
личить выход и повысить эффективность биоло-
гических свойств целевых веществ. 
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Образование первичных метаболитов  
и хлорофилла в растениях Cucumis sativus L.  

при воздействии конъюгата l-рамнозы  
с м-аминобензойной кислотой 
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Удмуртский государственный университет, г. Ижевск, Российская Федерация 
 

Резюме: Изучен характер влияния конъюгата L-рамнозы с м-аминобензойной кислотой на динами-
ку образования первичных метаболитов и хлорофилла при проращивании семян огурца (Cucumis 
sativus L.). Синтетический аминоконъюгат (рамнозиламин) оказывает ингибирующее влияние на 
рост тест-растения, ослабевающее с уменьшением концентрации его раствора от 0,05 до 
0,0005%. Анализ изменения профилей ИК-Фурье спектров образцов корней и гипокотилей проро-
щенных семян показывает наиболее существенные изменения в углеводном пуле и протеиновой 
составляющей биоматериала. С уменьшением содержания аминоконъюгата до 0,0005% происхо-
дит увеличение интенсивности полос 1060, 1100 и 1158 см

-1
, указывающее на накопление целлю-

лозных полисахаридов. Аналогичным образом меняется интенсивность амидных полос, при этом 
значения волновых чисел вторых производных спектральных сигналов в области 1600–1700 см

-1
 

свидетельствуют о конформационных изменениях белков в процессе прорастания. Электронные 
спектры экстрактов и колебательные спектры образцов семядолей демонстрируют более ин-
тенсивное образование хлорофилла в системах с аминоконъюгатом, увеличивающееся с умень-
шением содержания в среде последнего, при этом дополнительно свидетельствуют о различном 
состоянии фотосинтетических пигментов в контрольном и исследуемых образцах. По нашему 
предположению, влияние аминоконъюгата на параметры роста, образование первичных метабо-
литов и фотосинтетических пигментов обусловлено его присутствием в среде совместно с  
м-аминобензойной кислотой и L-рамнозой, образующимися в качестве продуктов гидролиза, про-
текание которого подтверждается поляриметрическими измерениями. Результаты исследова-
ний подтверждают перспективность поиска и испытаний соединений, содержащих в структуре 
активные компоненты разного спектра действия. 
 

Ключевые слова: Cucumis sativus L., метаболиты, L-рамноза, м-аминобензойная кислота, амино-
конъюгат, регуляторы роста, спектроскопия 
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Formation of primary metabolites  
and chlorophyll in the plants of Cucumis sativus L.  

when exposed to l-ramnose  
conjugated with ma-aminobenzoic acid 

 

Igor S. Cherepanov, Alina A. Zhuravleva 
 

Udmurt State University, Izhevsk, Russian Federation 
 

Abstract: This article studies the effect of L-rhamnose conjugated with m-aminobenzoic acid on the for-
mation of primary metabolites and chlorophyll during germination of cucumber (Cucumis sativus L.) seeds. 
This synthetic aminoconjugate (rhamnosylamine) has an inhibitory effect on the growth of the plant under 
study, which weakens with a decrease in the solution concentration from 0.05 to 0.0005%. An analysis of 
changes in the FTIR spectra of the root and hypocotyl samples of germinated seeds showed significant 
changes in the carbohydrate pool and protein structure of the biomaterial. As the aminoconjugate content 
decreases to 0.0005%, the intensity of the bands at 1060, 1100 and 1158 cm

-1 
increases, indicating the ac-
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cumulation of cellulose polysaccharides. The intensity of the amide bands changes in a similar way, while the 
values of the wave numbers of the second derivatives of the spectral signals in the 1600-1700 cm

-1
 range indi-

cate conformational changes in proteins during germination. The electronic spectra of extracts and the vibra-
tional spectra of cotyledon samples demonstrated a more intense formation of chlorophyll in the systems 
comprising the aminoconjugate; the chlorophyll content increases with a decrease in the content of the ami-
noconjugate in the medium. These spectra additionally indicate a different state of the photosynthetic pig-
ments in the control and experimental samples. According to our assumption, the effect of the aminoconju-
gate on the growth parameters, the formation of primary metabolites and photosynthetic pigments can be 
explained by its presence in the medium simultaneously with m-aminobenzoic acid and L-rhamnose. The 
latter substances are formed as the products of hydrolysis, the course of which was confirmed by polarimet-
ric measurements. The obtained results confirm the prospects of searching and testing compounds contain-
ing structural components of different action. 
 

Keywords: Cucumis sativus L., metabolites, L-rhamnose, m-aminobenzoic acid, aminoconjugate, growth 
regulators, spectroscopy  
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ВВЕДЕНИЕ 
Важным элементом агротехнологий в насто-

ящее время является применение регуляторов 
роста, способных в малых дозах влиять на про-
цессы метаболизма в растениях, что приводит к 
существенным изменениям в их росте и разви-
тии. Поскольку применение регуляторов роста 
позиционируется как экологически чистый и эко-
номически выгодный способ влияния на расти-
тельные организмы, к ним предъявляется ряд 
требований, обеспечивающих их максимально 
эффективное использование. Большое внима-
ние исследователей к синтетическим регулято-
рам роста объясняется рядом недостатков их 
природных аналогов, таких как быстрое разло-
жение на свету, низкая водорастворимость, ис-
пользуемые при обработке высокие концентра-
ции [1]. В связи с этим остается актуальной про-
блема поиска новых синтетических аналогов ре-
гуляторов, вектор которого направлен в первую 
очередь на исследование в качестве ростовых 
препаратов, достоверно обладающих биологи-
ческой активностью веществ [2].  

Ранее была показана возможность модифици-
рования ароматических аминов с целью увеличения 
их растворимости и снижения токсичности для их 
испытаний в качестве рострегулирующих препара-
тов, в частности, м,п-замещенных анилинов [3]. 
Компьютерное моделирование и эксперименталь-
ные данные показывают перспективность использо-
вания м-замещенных ариламинов в качестве биоло-
гически активных в отношении роста растений ве-
ществ. Для оптимизации ключевых свойств арила-
мина, в частности, повышения водорастворимости и 
снижения токсичности, в качестве регуляторов ро-
ста перспективны конъюгаты ароматических аминов 
с углеводами, содержащие N-гликозидные связи, 
лабильные в условиях испытаний [3].  

Одной из основных проблем при изучении 
действия рострегулирующих препаратов являет-

ся исследование механизмов их влияния в раз-
личные фазы развития растений, что в значи-
тельной степени определяется химической 
структурой рострегуляторов и ее возможным из-
менением в процессе активной фазы действия 
[1, 2]. Вариации состава и структуры клеточных 
стенок растений традиционно изучаются различ-
ными физическими методами, такими как ЯМР-
спектроскопия и газовая хроматография. Данные 
методы являются дорогостоящими, зачастую 
требуют значительного количества образца био-
материала и применения специфических рас-
творителей. Методы молекулярной спектроско-
пии, в частности электронной и ИК-Фурье спек-
троскопии, более доступны и оперативны; по-
следний является также одним из наиболее ин-
формативных в отношении исследования струк-
турно-группового состава, установления динами-
ки изменения содержания метаболитов в образ-
цах исследуемого биоматериала в ходе морфо-
логических процессов [4–8]. Конформационная 
чувствительность полос поглощения биополиме-
ров позволяет исследовать их структурные осо-
бенности, а также происходящие в динамике изме-
нения их содержания. Так, полоса колебаний νС=О 
амидных групп белков (Амид I) расщепляется в 
зависимости от величины межмолекулярных взаи-
модействий, что позволяет получать информацию 
о геометрическом расположении групп в макромо-
лекулах. 

Анализ литературных данных по обозначен-
ной проблеме показывает наличие как исследо-
ваний, направленных на изучение динамики из-
менения содержания биологически активных 
веществ в различных частях растений в ходе 
вегетационных экспериментов [4–6], так и работ 
по анализу деталей механизма действия регуля-
торов роста варьируемой структуры на различ-
ных стадиях развития растения [6–11]. По наше-
му мнению, целесообразно объединить назван-
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ные направления исследований. В связи с этим 
целью настоящей работы являлось изучение харак-
тера и механизма влияния конъюгата L-рамнозы с  
м-аминобензойной кислотой на динамику образова-
ния первичных метаболитов и хлорофилла при про-
ращивании семян огурца (Cucumis sativus L.). 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Для синтеза целевого продукта смесь экви-

молярных (0,002 моль) количеств L-рамнозы 
(Fluka) и м-аминобензойной кислоты (ч.д.а.) рас-
творяли в 15 мл этанола (96% EtOH, Merck). Ре-
акционную систему термостатировали в колбах с 
обратным холодильником в бане с водяным 
нагревом 70–75 ºC в течение 30 мин до полного 
растворения реагентов. По окончании измерений 
к раствору добавляли равный объем диэтилово-
го эфира и оставляли реакционную смесь при 
температуре 18 ºС для кристаллизации, после 
чего промывали абсолютным эфиром, высуши-
вали и идентифицировали методом ИК-Фурье 
спектроскопии и элементного анализа. Спектры 
регистрировали в режиме поглощения в таблет-
ках KBr (1:200) на ИК-Фурье спектрометре ФСМ 
2201 (ООО «Инфраспек», Россия) в интервале 
волновых чисел 4000–500 см

-1
 со спектральным 

разрешением по волновому числу 2 см
-1

 при 40 
сканах c предварительной регистрацией опор-
ных спектров. Спектры вторых производных полу-
чены в результате численного дифференцирова-
ния с использованием сглаживания полиномом  
4-го порядка в окнах до 15 точек, анализ и отнесе-
ние проводились по экстремумам ниже нулевой 
линии. Спектры многократного нарушенного пол-
ного внутреннего отражения (МНПВО) растворов 
снимали на приставке МНПВО-36 в интервале 
волновых чисел 4000–650 см

-1
. Обработку спек-

тров проводили в среде программы FSpec 4.2.0.9. 
Температуру плавления аминоконъюгата опреде-
ляли в открытых капиллярах в установках Къель-
даля, элементный анализ проводили на анализа-
торе Vario MICRO Cube (Elemental Analyzer Gmbh, 
Германия), поляриметрические измерения прово-
дили на поляриметре СМ-3 (АООТ «ЗОМЗ», Рос-
сия).  

Синтезированный аминоконъюгат – N-м-карбокси-
фенилрамнозиламин, представляет собой раствори-
мый в воде порошок серого цвета. Выход – 85%, тем-
пература плавления – 112–113 ºС. Элементный ана-
лиз: найдено, %: С – 55,25; Н – 6,25; N – 4,91; вычисле-
но, %: C13H17NO6 С – 55,12; Н – 6,00; N – 4,91.  
ИК-Фурье спектр: 1700 см

-1
 (νС=О); 1608, 1521, 746 см

-1
 

(νС=С, γ=С-Н); 1495, 1005 см
-1
 (N-гликозид).  

Биотестирование полученных препаратов 
проводили с использованием в качестве тест-
растений семян огурца сорта Нежинский в трех 
параллелях. В чашки Петри, выложенные филь-
тровальной бумагой, полностью смоченной ра-
бочими растворами (0,05; 0,005 и 0,0005%) вы-
кладывали по 10 семян и помещали в термостат. 

После четырех суток инкубации при 25 ºС оцени-
вали количество нормально проросших семян и 
изменение длины проростков в сравнении с кон-
трольной пробой (дистиллированная вода). Для 
изучения характера действия синтезированного 
продукта на ростовые процессы пробы (4 мг) 
корней и гипокотилей биотестируемых образцов 
высушивали, измельчали до однородной массы, 
таблетировали с KBr (1:300) и исследовали  
ИК-Фурье спектроскопически в трех параллелях. 
Спектры характеризовались достаточным раз-
решением и ровной базовой линией, что свиде-
тельствовало о химической стабильности иссле-
дуемых образцов. 

Влияние синтезированного продукта на син-
тез хлорофилла изучали на изолированных се-
мядолях, для чего последние после окончания 
проращивания отделяли от оболочек и высуши-
вали в течение 4 ч при 60 ºС, затем пробы из-
мельчали, таблетировали с KBr (1:200) и иссле-
довали ИК-Фурье спектроскопически. Для коли-
чественной оценки изменения динамики содержа-
ния хлорофилла в ходе экспериментов проводили 
экстракцию из 10 мг образцов семядолей 5 мл 96% 
этанола, после чего отфильтровывали, доводили 
объем до 10 мл и снимали спектры экстрактов в 
кварцевых кюветах (1 см) в интервале длин волн 
300–800 нм на спектрофотометре СФ-2000 (ОКБ 
«Спектр», Россия). Расчет содержания фотосинте-
тических пигментов проводили по формулам, при-
веденным в работе [6]. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Динамика развития ростовых процессов при 

проращивании семян тест-растений в растворах 
рамнозиламина представлена в табл. 1. Анализ 
данных показывает ингибирование прорастания 
семян в растворах исследуемого препарата, 
снижающееся с уменьшением его концентрации.  

 
Таблица 1. Влияние концентрации растворов  

синтезированного продукта на ростовые  
характеристики семян огурца сорта Нежинский 
Table 1. Influence of synthesized product solutions  

concentration on germination characteristics  
of Nezhinsky variety cucumber seeds  
 

Концентрация, 
% 

Длина  
проростка, 

см 

Прирост, 
% 

Всхожесть, 
% 

Контроль 7,7±0,2 100 96±2 
0,05 2,4±0,3 31±2 54±3 

0,005 4,6±0,2 60±3 86±2 
0,0005 5,1±0,2 66±2 86±2 

 
Анализ профиля ИК-Фурье спектра кон-

трольного образца показывает наличие харак-
терных для исследуемого биоматериала полос 
поглощения (рис. 1, спектр 1) [5–13]. 

Отмечается сравнительно интенсивная кар-
бонильная полоса (1732 см

-1
; νC=O), относимая к 

колебаниям сложноэфирных фрагментов, а так-
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же интенсивная полоса при 1406 см
-1 

(δОН, ν
s
COO

-
; 

полисахариды, пектины). Отмеченное положение 
максимума νC=O, смещенное от традиционно 
наблюдаемых для сложноэфирных групп (1740 см

-1
) 

[11], связывают с образованием водородных связей 
карбонильной группы с гидроксогруппами липидов и 
полисахаридов, а также с низкой степенью этери-
фикации пектинов [13]. Пептидная полоса Амид I 
(νC=O, νC-N, δN-H) наблюдается в виде дублета 1632 
(β-слои), 1657 (α-спирали) см

-1
, полосы Амид II 

(1544 cм
-1
; δN-H, νC=N) и Амид III + Р=О, С-О (1240 см

-1
; 

νC-N, δN-H, ν
as

PO2-, νС-О) выражены слабее. Участок  
в области 1310–1370 см

-1
 содержит полосы коле-

баний СН2-фрагментов целлюлозы, комбинация  
С-О-С, С-О, С-ОН полос углеводных компонентов 
проявляется широким сигналом с пиками, характер-
ными для различных сахаров [13].  

 

 
 

Рис. 1. ИК-Фурье спектры образцов корней  
тест-растений, пророщенных в растворах:  
1 – контроль; 2 – 0,05%; 3 – 0,005%; 4 – 0,0005% 
 

Fig. 1. IR-Fourier transform spectra  
of test-plant roots germinated in solutions:  
1 – control; 2 – 0.05%; 3 – 0.005%; 4 – 0.0005% 

 
Спектры пророщенных в среде регулятора 

образцов корней показывают некоторые измене-
ния в положении и интенсивности полос погло-
щения. Размытость и варьируемая интенсив-
ность νС=О-полосы связаны с наличием карбо-
нильных групп в различном структурном окруже-
нии (эфиры фенолов, липиды, пектины) [10, 11]. 
Появление слабых сигналов при 1710 см

-1
, отно-

симых к колебаниям С=О жирных кислот и аль-
дегидов, указывает на частичную деградацию 
клеточных мембран [7]. Сигнал 1406 см

-1
 также 

снижает интенсивность, более выраженно про-
являясь с уменьшением концентрации раствора 
аминоконъюгата. Полоса Амид I для образца, 
пророщенного в 0,05% растворе, сохраняет сла-
бовыраженный максимум при 1635 см

-1
, тогда 

как для двух других центрирована при 1640 см
-1

, 
что указывает на конформационные изменения 
[12]. Полоса 1220–1240 см

-1
 и плечо при 1082 см

-1
 

(ν
s
PO2-) практически не изменяются, при этом по-

лосы 1060, 1100 и 1158 см
-1

, относимые к 

νСО,СС,СОС-колебаниям целлюлозных фрагментов, 
интенсивны для контрольного образца и образ-
ца, пророщенного в 0,0005% растворе [9, 14]. 
Полосы 1037 см

-1
 (νСОН) и 897, 816 см

-1
 (δНСС+НСО) 

в спектре 4 также является характерными для 
фрагментов целлюлозы и некоторых других по-
лисахаридов [11]. Подобные изменения указы-
вают на возрастание содержания полисахарид-
ной составляющей с уменьшением концентрации 
рамнозиламина, что характеризует последний 
как ингибитор синтеза целлюлозы [14]. 

Спектры образцов гипокотилей имеют прак-
тически те же полосы поглощения, при этом ха-
рактеризуются более низкой интенсивностью 
углеводной области 1200–900 см

-1
, тонкая струк-

тура полос которой проявляется слабее (рис. 2).  
 

 
 

Рис. 2. ИК-Фурье спектры образцов гипокотилей  
тест-растений, пророщенных в растворах:  
1 – контроль; 2 – 0,05%; 3 – 0,005%; 4 – 0,0005 % 
 

Fig. 2. IR-Fourier transform spectra  
of test-plant hypocotyls germinated in solutions:  
1 – control; 2 – 0.05%; 3 – 0.005%; 4 – 0.0005% 

 
Полоса 1515 см

-1
 (νС=С) проявляется наибо-

лее интенсивно в спектре контрольного образца, 
при этом, вероятно, сливается со слабой поло-
сой Амид II (1544 cм

-1
). Полоса Амид I показыва-

ет плечо на высокочастотном крыле, что так же, 
как и для спектров образцов корней, может сви-
детельствовать о трансформации вторичной 
структуры в процессе испытаний. 

Затруднительность анализа составного контура 
амидной полосы обусловлена превышением шири-
ны отдельных полос над их максимумами, поэтому 
более детальная информация может быть получе-
на при анализе вторых производных спектральных 
полос в области 1600–1700 см

-1
 (рис. 3) [12]. В спек-

тре контрольного образца наиболее интенсивны 
полосы 1618 и 1635 см

-1
, что подтверждает вторич-

ную структуру в форме β-слоев, тогда как для про-
рощенного в 0.0005% растворе образца уже доста-
точно отчетливо проявляется сигнал при 1654 см

-1
, 

свидетельствующий о наличии α-спиралей в струк-
туре белка [10, 12]. Соотношение интенсивностей 
«дальнего» (1654 см

-1
) и «ближнего» (1635 см

-1
) сиг-
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налов полосы Амид I характеризует степень струк-
турирования белковой структуры водородными свя-
зями [13]: рост данного соотношения при переходе 
от контрольного образца к исследуемым указывает 
на снижение интенсивности Н-связей протеиновых 
структур. 

 

 
 

Рис. 3. Вторые производные полос ИК-Фурье  
спектров образцов гипокотилей тест-растений,  
пророщенных в растворах:  
1 – контроль; 2 – 0,05%; 3 – 0,005%; 4 – 0,0005% 
 

Fig. 3. Second derivative of IR-Fourier  
transform spectra bands of test-plant  
hypocotyls germinated in solutions:  
1 – control; 2 – 0.05%; 3 – 0.005%; 4 – 0.0005% 

 
Варьирование интенсивности полос 1406 и 

1732 см
-1

 для обоих типов образцов можно свя-
зать с изменением скорости накопления пекти-
нов [11] и синтеза ростовых гормонов в присут-
ствии рамнозиламина [8]. Следует также отме-
тить, что как в спектрах корней, так и гипокоти-
лей полосы в интервале 2850–2970 см

-1
 (νС-Н) не 

изменяют своей интенсивности и положения; 
ширина полосы с максимумом 2925 см

-1 
также 

практически не меняется, что указывает на от-
сутствие структурных изменений, в том числе 
конформационной упорядоченности мембранных 
липидов [15].   

Колебательные спектры образцов семядолей 
тест-растений представлены на рис. 4. Харак-
терные для хлорофиллов полосы поглощения 
наблюдаются для всех образцов с несколько из-
меняющейся интенсивностью.  

Характеристические сигналы 1745, 1651 см
-1
 от-

носятся к колебаниям С=О-групп, 1543 см
-1
 – к  

νС=С, С=N пиррольного цикла [16]. Полоса 1745 см
-1
 

указывает на наличие неассоциированных Н-
связями сложноэфирных карбонильных групп. 
Наложение полос протеинов и липидов в тех же 
интервалах волновых чисел не позволяет оцени-
вать поглощение фотосинтетических пигментов в 
чистом виде [17]. Тем не менее дополнительная 
структурная информация может быть получена 
анализом тонкой структуры ряда полос. Так, для 
образцов растений, пророщенных в растворах рам-
нозиламина, ИК-полоса, центрированная в спектре 

контроля при 1651 см
-1
, проявляется в виде дублета 

1635 и 1670 см
-1
, что указывает на сложные межмо-

лекулярные взаимодействия молекул хлорофилла, 
в том числе c протеинами растений, сопровождаю-
щиеся сопутствующими конформационными изме-
нениями [16]. 

 

 
 

Рис. 4. ИК-Фурье спектры образцов семядолей тест-
растений, пророщенных в растворах:  
1 – контроль; 2 – 0,05%; 3 – 0,005%; 4 – 0,0005%  
 

Fig. 4. IR-Fourier transform spectra of test-plant cotyledons 
germinated in solutions:  
1 – control; 2 – 0.05%; 3 – 0.005%; 4 – 0.0005% 

 
Полосы поглощения в электронных спектрах 

экстрактов отличаются для контрольных и про-
рощенных под влиянием аминоконъюгата расте-
ний. Данные электронной и колебательной спек-
троскопии указывают на различное состояние 
фотосинтетических пигментов в исследуемых 
системах, которое может контролироваться вли-
янием аминоконъюгата [15, 16]. Последнее об-
стоятельство, возможно, влияет на динамику 
изменения значений оптической плотности, ха-
рактеризующую накопление хлорофилла 
(табл. 2). 

 
Таблица 2. Максимумы поглощения электронных  

спектров и содержание хлорофилла (a + b)  
в спиртовых экстрактах семядолей тест-растений,  
пророщенных в растворах с различной концентрацией 
аминоконъюгата 
 

Table 2. Absorption maxima UV-Vis spectra  

and chlorophyll (a+b) content in ethanolic cotyledons  
extracts of test-plants, germinated  
in solutions with various aminoconjugate concentration 
 

Концентрация, 
% 

Хлорофилл  
(а + b), мг/г 

λmax, нм 

Контроль 2,47±0,03 380, 590, 670 
0,05 2,55±0,08 410, 590, 667 

0,005 3,67±0,10 430, 610, 660 
0,0005 4,46±0,10 430, 610, 660 

 
Механизмы действия регуляторов роста на 

морфологические процессы в значительной сте-
пени обусловлены их химической структурой, 
при этом детали влияния структурных парамет-
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ров на рост (ингибирование) остаются малоизу-
ченными. Проявление рострегулирующего дей-
ствия реализуется в ходе двух последователь-
ных процессов – транспорт регулятора через 
биомембраны и его взаимодействие с макромо-
лекулами. Авторами работы [18] было показано 
влияние структуры замещенных бензойных кис-
лот и их солей на ростовые процессы Cucumis 
sativus L. При этом установлено, что ингибиро-
вание роста растений огурца связано с гидро-
фобностью молекул, обуславливающей способ-
ность к диффузии через мембраны, которая в 
свою очередь зависит от степени ионизации кис-
лот. Неионизированные формы кислот более 
токсичны в отношении роста в сравнении с иони-
зированными, при этом есть указания на вклад в 
токсичность как первых, так и вторых форм. Из-
вестно также, что м-аминобензойная кислота 
существует в свободном состоянии в виде бипо-
лярной цвиттер-формы, тогда как рамнозиламин, 
по данным спектроскопии, содержит неионизи-
рованный остаток кислоты [3]. 

Вероятно, что на ростовые процессы оказыва-
ет влияние наличие лабильных химических связей, 
обуславливающих реакции гидролитического рас-
щепления [1]: рострегулирующая активность мо-
жет быть связана с гидролизом аминоконъюгата с 
образованием свободного углевода и м-ами-
нобензойной кислоты. В пользу протекания гидро-
лиза свидетельствует увеличение удельного вра-
щения 1%-го раствора рамнозиламина от исходно-
го значения +34,7º до значения +42,5º уже через 
24 ч, которое далее стабилизировалось, поскольку 
известно, что негидролизующиеся арилгликозила-
мины не показывают изменения удельного враще-
ния. Данные МНПВО-спектроскопии подтверждают 
протекание процессов с участием аминоконъюгата 
в растворе во времени. В спектре, снятом непо-
средственно после приготовления раствора, отме-
чается четкая полоса 1692 см

-1
, относимая к коле-

баниям карбонила неионизированной карбоксиль-
ной группы, тогда как в спектре, зарегистрирован-
ном через сутки после приготовлеия раствора 
(пробы хранились в закрытых бюксах при 20 ºС), 
данная полоса отсутствует (рис. 5). 

Таким образом, увеличение ростовой актив-
ности, образование полисахаридов, протеинов и 
фотосинтетических пигментов с уменьшением 
концентрации раствора может быть обусловлено 
снижением содержания оказывающей ингибиру-
ющее действие м-аминобензойной кислоты [19]. 
С другой стороны, превышение содержания хло-
рофилла в сравнении с контролем может быть 
связано с влиянием аминоконъюгата (или сво-
бодного углевода): известна положительная ди-
намика образования пигментов под действием  
L-рамнозы и ее производных

1
. Данный вопрос 

требует дальнейшего изучения, в то же время 
можно предположить перспективность поиска и 
испытаний соединений, содержащих в структуре 
активные компоненты разного спектра действия. 
Лабильные гликозидные связи между компонен-
тами, способные к разрыву в условиях проращи-
вания, обеспечивают возможность их контроли-
руемого образования, что может быть положено 
в основу разработки рострегулирующих препа-
ратов, содержащих структурные фрагменты раз-
личной биологической активности. 

 

 
 

Рис. 5. ИК-Фурье МНПВО-спектры 1%-го раствора  
аминоконъюгата, снятые через: 1 – 0 ч; 2 – 24 ч   
 

Fig. 5. IR-Fourier transform ATR-spectra of 1%  
aminoconjugate solution recorded after: 1 – 0 h; 2 – 24 h 
 

ВЫВОДЫ 
Методами электронной и ИК-Фурье спектро-

скопии изучено влияние конъюгата L-рамнозы с  
м-аминобензойной кислотой (рамнозиламина) на 
динамику морфологических процессов тест-рас-
тений Cucumis sativus L. На фоне общего рост-
ингибирующего действия аминоконъюгата показа-
но увеличение содержания полисахаридной и бел-
ковой структурных составляющих образцов корней 
и гипокотилей при снижении концентрации раство-
ра рамнозиламина. Содержание липидных фраг-
ментов и их структурная организация во всех си-
стемах остается приблизительно на одном уровне, 
тогда как анализ полос Амид I исходных спектров и 
их вторых производных подтверждает конформа-
ционные изменения белков в ходе ростовых про-
цессов. Динамика изменения содержания фото-
синтетических пигментов для 0,05, 0,005 и 
0,0005%-х растворов аминконъюгата коррелирует 
с ростовыми параметрами, при этом концентрация 
хлорофилла во всех случаях превышает данный 
показатель для контрольных образцов. Описанное 
действие аминоконъюгата, по нашему предполо-
жению, обусловлено его совместным с продуктами 
гидролиза (м-аминобензойной кислоты, L-рамно-
зы) влиянием.  

   

1
Posner H. Inhibitory effect of carbohydrate on flowering in Lemna perpusilla. II. Reversal by glycine and  

L-aspartate correlation with reduced levels of β-carotene and chlorophyll // Plant Physiology. 1970. Vol. 45.  
Issue 6. P. 687–690. https://doi.org/10.1104/pp.45.6.687 
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Получение молочной кислоты из шелухи овса 
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Резюме: Полилактиды занимают лидирующую позицию в технологии получения биоразлагаемых 
полимеров для производства упаковочных материалов. В последнее время все чаще предлагается 
использовать дешевое целлюлозосодержащее сырье для получения прекурсора полилактидов – 
молочной кислоты. Авторами настоящей работы впервые в качестве сырья использована шелуха 
овса. Предварительная химическая обработка шелухи овса проведена в две стадии авторскими 
способами с использованием разбавленных растворов азотной кислоты и гидроксида натрия с 
получением технической целлюлозы. Далее техническая целлюлоза была подвергнута фермен-
тативному гидролизу, после чего полученный преимущественно глюкозный ферментативный 
гидролизат сбраживался продуцентом Lactobacillus delbruеckii subsp. bulgaricus. Исследовано влия-
ние на эффективность молочнокислого брожения активной кислотности среды, активизации за-
кваски и дозировки дрожжевого экстракта. По результатам исследований рекомендуется поддер-
живать активную кислотность культуральной жидкости на уровне 6,5 ед. рН в течение всего 
процесса брожения, что позволяет повысить выход молочной кислоты в 1,7 раза по сравнению с 
процессом без корректировки рН. Показано, что активизация закваски путем пересева с молочной 
среды на глюкозную для переключения ферментативного аппарата продуцента с конверсии лак-
тозы на конверсию глюкозы ускоряет процесс молочнокислого брожения в 2,2 раза и повышает 
константу сбраживания в 2,7 раза. Установлено, что внесение в среду дрожжевого экстракта в 
количестве 1% интенсифицирует молочнокислое брожение: процесс молочнокислого брожения 
ускоряется в 1,8 раза, константа сбраживания увеличивается в 1,4 раза, выход молочной кислоты 
повышается на 9,6% по сравнению с контролем и составляет 76,7%. 
 

Ключевые слова: шелуха овса, молочная кислота, молочнокислые бактерии, полилактиды, фер-
ментативный гидролизат 
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Abstract: Polylactides are increasingly being used as biodegradable polymers in the production of packa- 
ging materials. It has been recently proposed to obtain a polylactide precursor – lactic acid – from inexpen-
sive cellulose-containing raw materials. For the first time, the authors of the present work used oat husks for 
this purpose. Preliminary chemical treatment of oat husks was carried out in two stages using dilute solutions 
of nitric acid and sodium hydroxide to obtain technical cellulose, which was further subject to enzymatic hy-
drolysis. The as-obtained glucose enzymatic hydrolysate was fermented by the producer Lactobacillus del-
brueckii subsp. bulgaricus. The effect of the active acidity of the medium, activation of the starter culture and 
dosage of the yeast extract on the efficiency of lactic acid fermentation was investigated. According to the 
obtained results, the active acidity of the culture should be maintained at a pH level of 6.5 during the entire 
fermentation process, which allows the yield of lactic acid to be increased by 1.7 times compared to the pro-
cess without adjusting the pH. It was shown that the activation of the starter culture using a glucose medium 
instead of a milk medium, which switches the fermentation process from lactose conversion to glucose con-
version, increases the rate of lactic acid fermentation by 2.2 times and the fermentation constant by 2.7 
times. It was established that the introduction of yeast extract into the medium in an amount of 1% intensifies 
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lactic acid fermentation: the process of lactic acid fermentation accelerates by 1.8 times; the fermentation 
constant increases by 1.4 times; the yield of lactic acid increases by 9.6% compared to the control thus 
reaching 76.7%. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Молочная кислота – это высокоценное хими-

ческое вещество, которое находит применение в 
пищевой промышленности (в качестве регулятора 
кислотности и консерванта), фармацевтике, кос-
метологии, ветеринарии, а наиболее ценным тех-
ническим направлением является использование 
его полимерной формы – полилактида, являюще-
гося основой биоразлагаемых пластмасс. Прогно-
зируется, что до 2025 г. рынок молочной кислоты 
продолжит расти, при этом совокупный годовой 
темп роста составит порядка 18,7% [1, 2]. Благо-
даря соответствию полилактидов критерию био-
разлагаемости они используются в составе все-
возможных упаковочных материалов [3–5]. Осо-
бую ценность биоразлагаемые полимеры на ос-
нове полилактидов приобрели ввиду доказанной 
возможности их применения в медицине – отрас-
ли, крайне чувствительной к составу используе-
мых материалов [6–9].  

Несмотря на то что синтез полилактидов до-
роже, чем получение полимеров из нефти, эколо-
гичность данного производства определяет его 
несомненную приоритетность, а снижение затрат 
повышает конкурентоспособность производства. 
Поэтому отказ от получения полилактидов из пи-
щевого сырья, являющегося либо дорогим, либо 
скоропортящимся, поиск иных сырьевых источни-
ков, а также новых технологических решений яв-
ляется актуальным и востребованным. Одним из 
самых перспективных направлений является по-
лучение полилактидов из непищевого целлюло-
зосодержащего сырья [2, 10–14]. 

Шелуха овса как крупнотоннажный целлюло-
зосодержащий сельскохозяйственный отход, 
имеющаяся в глобальных объемах, была пред-
ложена учеными Института проблем химико-
энергетических технологий (ИПХЭТ) СО РАН для 
биотехнологической трансформации еще в 
2012 г. [15], в настоящее время приоритет коллек-
тива признан на международном уровне [16, 17]. 
В данной работе впервые шелуха овса рассмат-
ривается в качестве сырья для получения молоч-
ной кислоты. 

Производство молочной кислоты основано на 
биотрансформации углеводов молочнокислыми 
бактериями в процессе молочнокислого броже-
ния. Молочнокислые бактерии способны мета-
болизировать углеводы по гетероферментатив-
ному пути, конечными продуктами являются мо-
лочная кислота (порядка 50% от исходной массы 
углевода), а также уксусная кислота, этанол, уг-
лекислый газ и др. Гомоферментативные молоч-
нокислые бактерии трансформируют гексозы в 
молочную кислоту практически полностью (по-
рядка 98%). Многие молочнокислые бактерии 
интенсивно сбраживают пентозы, при этом кро-
ме молочной кислоты образуется равное коли-
чество уксусной

1
. Поэтому для технологических 

процессов получения лактата наиболее рацио-
нально использовать сырье, содержащее шести-
углеродные моносахариды, и в качестве проду-
цента применять гомоферментативные молочно-
кислые бактерии. 

Опираясь на полученный нами опыт транс-
формации шелухи овса в ценные продукты био-
технологического синтеза, для получения мо-
лочной кислоты был выбран авторский способ 
предобработки сырья в две стадии разбавлен-
ными растворами азотной кислоты и гидроксида 
натрия при атмосферном давлении [18]. При 
этом получается химически чистый субстрат, 
ферментативный гидролиз которого позволяет 
получить преимущественно глюкозный гидроли-
зат [14]. Доказано, что именно этот способ  
предобработки позволяет получить биологически 
доброкачественную среду, пригодную не только 
для жизнедеятельности дрожжей, которым свой-
ственна устойчивость к неблагоприятным усло-
виям [19], но и для крайне требовательных и 
чувствительных к составу питательных сред 
продуцентов бактериальной целлюлозы [20]. 

Предпосылкой культивирования молочнокис-
лых бактерий на гидролизных углеводных средах 
является, помимо прочего, схожесть метаболиче-
ского пути преобразования глюкозы дрожжами и 
гомоферментативными молочнокислыми бакте-
риями. Из одного моля глюкозы по пути гликолиза 

   

1
Квасников Е.И., Нестеренко О.А. Молочнокислые бактерии и пути их использования. М.: Наука, 

1975. 384 с. 
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образуется два моля пировиноградной кислоты, 
затем ферментный комплекс дрожжей проводит 
декарбоксилирование пировиноградной кислоты 
до ацетальдегида (пируватдекарбоксилаза), кото-
рый далее восстанавливается в этанол (алко-
гольдегидрогеназа), в то время как молочнокис-
лые бактерии восстанавливают пировиноградную 
кислоту до молочной кислоты посредством лак-
татдегидрогеназы в одну стадию

1
. 

Целью данной работы являлось изучение 
молочнокислого брожения при получении мо-
лочной кислоты из шелухи овса. Для достижения 
поставленной цели было проведено изучение 
влияния на эффективность молочнокислого 
брожения таких факторов, как уровень активной 
кислотности среды, активизация закваски и ис-
пользование дрожжевого экстракта в качестве 
стимулятора брожения. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Предварительная химическая обработка ше-

лухи овса осуществлялась в две стадии с исполь-
зованием азотной кислоты и гидроксида натрия, 
использованы разбавленные 4% масс. растворы, 
процессы проведены при атмосферном давлении 
в стандартном емкостном оборудовании объемом 
250 л [18]. Далее полученная техническая целлю-
лоза подвергалась ферментативному гидролизу в 
ферментере объемом 11 л, условия гидролиза 
подробно описаны в работе [14]. Концентрация 
редуцирующих веществ (РВ) после проведения 
гидролиза составила 41,7 г/л, в том числе пентоз 
– 1,6 г/л. Полученный нативный ферментативный 
водный гидролизат технической целлюлозы пло-
довых оболочек овса использовали как питатель-
ную среду. В качестве продуцента был использо-
ван штамм Lactobacillus delbruеckii subsp. bulgari-
cus 21В 2369 Всероссийской коллекции промыш-
ленных микроорганизмов.  

Поскольку известно, что молочная кислота как 
продукт метаболизма бактерий по мере увеличе-
ния ее концентрации в среде приводит к ингиби-
рованию синтетической способности продуцента, 
была исследована возможность поддержания 
постоянного уровня кислотности в течение всего 
процесса брожения. Брожение велось в течение 
9 суток при температуре 37 ºС. Каждые сутки про-
изводили корректировку кислотности среды до 
уровня 6,5 ед. рН раствором гидроксида кальция 
концентрацией 10% масс. Для сравнения в кон-
трольном опыте проводили сбраживание пита-
тельной среды без ежесуточной корректировки 
рН. Продуцент вносили в среду стерильного гид-
ролизата в количестве 10% от объема гидролиза-
та. 

Далее была проведена серия экспериментов, 
направленных на повышение эффективности 

конверсии редуцирующих веществ в молочную 
кислоту. Для этого подготовку посевного матери-
ала производили разными способами и вносили в 
питательную среду факторы роста.  

Приготовление посевного материала произ-
водилось двумя способами: 

– одно субкультивирование. В стерильное 
солодовое сусло (рН = 6,5) вносили 10% об. ино-
кулята L. bulgaricus, полученного на стерилизо-
ванном молоке. Молоко натуральное приобрета-
ли в частных хозяйствах г. Бийска, затем подвер-
гали сепарации до уровня жирности не более 
0,5% масс. и автоклавировали при избыточном 
давлении 0,5 атм. в течение 30 мин. Далее моло-
ко охлаждали до температуры культивирования 
(41 ºС), вносили закваску L. bulgaricus и термоста-
тировали при указанной температуре в течение 
6–8 ч до получения плотного однородного сгустка. 
Культивирование продуцента на солодовом сусле 
проводили 24 ч при температуре 41 ºС в статиче-
ских условиях;  

– четыре субкультивирования. С целью ре-
активации посевной культуры провели три суб-
культивирования инокулята на среде стерилизо-
ванного молока (каждое субкультивирование в 
течение 12 ч при 41 ºС) и одно субкультивирова-
ние на среде стерильного солодового сусла (для 
переключения ферментов продуцента с утилиза-
ции лактозы на утилизацию глюкозы), субкульти-
вирование проводили статически в течение 24 ч 
при температуре 41 ºС.  

Подготовленный двумя способами посевной 
материал вносили в количестве 10% от объема 
питательной среды в стерилизованный фермен-
тативный гидролизат плодовых оболочек овса, 
стабилизированный по активной кислотности 
(6,5 ед. рН).  

Как известно, молочнокислые бактерии чув-
ствительны к факторам роста, поэтому была изу-
чена динамика молочнокислого брожения гидро-
лизных сред при наличии в их составе дрожжево-
го экстракта (д.э.) в концентрациях 1 и 3% масс. 
от объема среды. В состав дрожжевого экстракта 
входят витамины группы В и аминный азот, кото-
рые стимулируют метаболизм молочнокислых 
бактерий

1
. В качестве контрольного использовал-

ся образец, в который дрожжевой экстракт не 
вносился. В данном опыте использовался посев-
ной материал, активированный четырьмя суб-
культивированиями, дозировка составила 10% об. 
Молочнокислое брожение контролировалось по 
убыли РВ в среде и по накоплению продукта ре-
акции – молочной кислоты. Концентрация РВ в 
процессе молочнокислого брожения определя-
лась спектрофотометрически на UNICO UV-2804 
с использованием динитросалицилового реактива 
в пересчете на глюкозу

2
. Концентрация молочной 

   

2
Miller G.L. Use of dinitrosalicylic acid reagent for determination of reducing sugar // Analytical Chemistry. 

1959. Vol. 31.Issue 3.P. 426–428. https://doi.org/10.1021/ac60147a030. 
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кислоты измерялась титрометрическим способом 
согласно ГОСТ 490-2006

3
. Численность микроор-

ганизмов определяли по методу Мак-Креди
4
, при 

этом в качестве среды использовали стерилизо-
ванное обезжиренное молоко. Все опыты повто-
рены трижды. 

Работа выполнена при использовании обору-
дования Бийского регионального центра коллек-
тивного пользования «Центр синтеза и исследо-
ваний высокоэнергетических соединений и спе-
циальных материалов» СО РАН (Институт про-
блем химико-энергетических технологий СО РАН, 
г. Бийск, Россия). 

Расчет констант сбраживания 
сб

К  проводил-

ся по формуле: 
 


 
2,303

,0
сб

сб

s
К lg р

s
 

 

где 
сб

К  – константа скорости сбраживания, ч
-1

; 


сб

 – фиксируемый период времени от начала 

брожения; 
0
s  и s  – концентрация РВ в начале 

брожения и в момент времени 
сб

 [21]. 
 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Зависимость концентрации РВ в процессе 

брожения при изучении влияния уровня активной 
кислотности на процесс брожения приведена  
на рис. 1. 

 

 
 

Рис. 1. Зависимость концентрации редуцирующих  
веществ и молочной кислоты в процессе сбраживания 
ферментативного гидролизата из шелухи овса от режима 
корректировки активной кислотности среды 
 

Fig. 1. Dependence of reducing substances concentrations 
and lactic acid concentration in the oat hulls enzymatic  
hydrolyzate fermentation on the mode of the active acidity 
correction of the medium 

 

Анализируя полученные данные по влиянию 
уровня активной кислотности на динамику кон-
центрации РВ, можно отметить наличие лаг-
фазы брожения, которая составила 3-е суток. 
При этом концентрация редуцирующих веществ 

в гидролизной среде в случае принудительной 
корректировки рН снизилась в 8,3 раза (с 41,7 до 
5,0 г/л), в то время как в случае без ежесуточной 
корректировки кислотности среды произошло 
снижение концентрации РВ всего лишь в 1,8 ра-
за (с 41,7 до 23,2 г/л). Соответственно, концен-
трация молочной кислоты в случае принуди-
тельной корректировки рН составила 2,7% масс. 
(что соответствует выходу молочной кислоты 
67,1% от теоретически возможного); а без кор-
ректировки кислотности среды – 1,6% (38,4% от 
теоретически возможного), то есть в 1,7 раза ни-
же. Таким образом, при сбраживании гидролиз-
ных сред необходимо поддерживать рН на 
уровне 6,5 ед. 

На рис. 2 представлены кривые убыли РВ и 
нарастания концентрации молочной кислоты в 
процессе молочнокислого брожения при различ-
ных способах подготовки посевного материала. 

 

 
 

Рис. 2. Зависимость концентрации редуцирующих  
веществ и концентрации молочной кислоты в процессе 
молочнокислого брожения от способа подготовки  
посевного материала 
 

Fig. 2. Dependence of reducing substances  
concentration and lactic acid concentration  
in the process of lactic acid  
fermentation on the method of seed preparation 

 

Способ подготовки посевного материала в 
четыре субкультивирования позволяет избежать 
лаг-фазы и сократить продолжительность мо-
лочнокислого брожения в 2,2 раза: с 13 до 6 су-
ток. При этом скорость утилизации субстрата 
возрастает в 2,7 раза: при субкультивировании в 
четыре стадии Ксб составила 0,016 ч

-1
, при суб-

культивировании в одну стадию – 0,006 ч
-1

, Кро-
ме того, установлено, что количество остаточных 
сахаров сокращается в 1,6 раза и составляет 
при субкультивировании в четыре стадии 3,7 г/л; 
при субкультивировании в одну стадию – 5,9 г/л. 
Однако конечная концентрация молочной кисло-
ты изменилась незначительно: при субкультиви-
ровании в четыре стадии она составила 

   

3
ГОСТ 490-2006. Добавки пищевые. Кислота молочная Е270. Технические условия. 

4
Крусь Г.Н., Шалыгина А.М., Волокитина З.В. Методы исследования молока и молочных продуктов: 

учебник для студентов вузов. М.: Колос, 2000. 368 с. 
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2,8% масс. (что соответствует выходу молочной 
кислоты 64,7% от теоретически возможного); при 
субкультивировании в одну стадию – 2,7% масс. 
(67,1% от теоретически возможного). 

На рис. 3 приведена зависимость концентра-
ций РВ и молочной кислоты в процессе броже-
ния от концентрации дрожжевого экстракта в пи-
тательной среде, а в таблице отражены основ-
ные показатели молочнокислого брожения при 
наличии и отсутствии в среде стимуляторов ро-
ста.  

 

 
 

Рис. 3. Зависимость концентрации редуцирующих  
веществ и молочной кислоты в процессе молочнокислого 
брожения от концентрации дрожжевого экстракта  
в питательной среде 
 

Fig. 3. Dependence of reducing substances concentration 
and lactic acid concentration in the process of lactic acid  
fermentation on yeast extract concentration in the nutrient 
medium 

 
Внесение дрожжевого экстракта в качестве 

стимулятора также позволяет избежать лаг-
фазы в процессе молочнокислого брожения и 
значительно интенсифицировать молочнокислое 
брожение: продолжительность молочнокислого 
брожения сокращается в 1,8 раза (с 9 до 5 су-
ток), содержание остаточных РВ сокращается в 
2,5 раза (с 3,7 до 1,5 г/л), константа сбраживания 
РВ повышается в 1,4 раза. При этом константа 
сбраживания при использовании дрожжевого 
экстракта не зависит от его концентрации, по-
этому достаточно вносить его в среду в количе-
стве 1% масс. Этот вывод подтверждается ана-
лизом численности микроорганизмов: добавле-
ние 1% дрожжевого экстракта стимулирует раз-
множение клеток на ранней стадии, а добавле-
ние 3% масс. дрожжевого экстракта не оказыва-
ет значимого влияния на этот показатель. 

Внесение дрожжевого экстракта приводит к 
повышению выхода молочной кислоты на 9,6% 
по сравнению с контролем (76,7 против 67,1%). 
Выход молочной кислоты на гидролизных средах 
существенно зависит от сырья, способа предоб-
работки целлюлозосодержащего сырья и кон-
центрации ингибиторов, обусловленных спосо-
бом предобратки сырья [10]. Например, в работе 
[11] при сбраживании продуцентом Lactobacillus 

plantarum сред, полученных из соломы пшеницы 
методом автогидролиза, концентрация молочной 
кислоты составила 2,4 г/л, что соответствует вы-
ходу 21% от теоретического. Авторами работы 
[22] был использован штамм Lactobacillus 
delbrueckii subsp. bulgaricus, в качестве субстра-
та выбраны древесина бука и сосны, которые 
предварительно были обработаны окислитель-
но-органосольвентным способом, и применена 
технология одновременного осахаривания и 
сбраживания. Выход молочной кислоты при ис-
пользовании гидролизата буковой древесины 
составил 82,7% от теоретически возможного, при 
использовании в качестве питательной среды 
гидролизата древесины сосны – 41,4%. 

 

Некоторые показатели молочнокислого брожения  
в зависимости от дозировки дрожжевого экстракта  
в среде 
 

Some indicators of lactic acid fermentation depending  
on the yeast extract dosage  
in the medium 
 

Показатель брожения 

Дозировка дрожжевого  
экстракта, % масс. 

1 3 
0  

(контроль) 

Численность L. bulgaricus  
при продолжительности брожения, сутки: 

2 5·108 1·106 5·107 
4 5·108 1·108 5·108 
6 5·107 1·108 5·108 

Константа  
сбраживания, Ксб, ч

-1 
0,026 0,026 0,019 

Остаточная  
концентрация РВ  
после брожения, г/л 

1,5 1,5 3,7 

Выход молочной  
кислоты, %  
от теоретически  
возможного 

76,7 76,7 67,1 

 

Выбранный нами способ предобработки 
обеспечил получение преимущественно глюкоз-
ного биологически доброкачественного гидроли-
зата, поэтому получен хороший выход целевого 
продукта. В то же время использованная двух-
стадийная обработка является довольно дорого-
стоящей, поэтому в дальнейшем нами будет 
рассмотрена возможность упрощения процесса 
предобработки и сокращения его трудоемкости 
при условии сохранения высокого выхода мо-
лочной кислоты. 

 
ВЫВОДЫ 
Таким образом, суммируя полученные в ходе 

исследований результаты, можно сделать следу-
ющие выводы: 

1. При молочнокислом сбраживании фермен-
тативных гидролизных сред необходимо в про-
цессе брожения поддерживать кислотность на 
уровне 6,5 ед. рН, что позволяет повысить выход 
молочной кислоты в 1,7 раза по сравнению с про-
цессом без корректировки рН. 
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2. Активизация закваски методом четырехкрат-
ного субкультивирования (3 пересева на стериль-
ные молочные среды и 1 пересев на стерильную 
солодовую среду) позволяет в 2,2 раза сократить 
продолжительность молочнокислого брожения и 

увеличить константу сбраживания в 2,7 раза. 
3. Установлено, что внесение дрожжевого 

экстракта в количестве 1% масс. приводит к по-
вышению выхода молочной кислоты на 9,6% по 
сравнению с контролем (76,7 против 67,1 %). 
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Образование фталатов при деградации 
N-фенил-2-нафтиламина почвенными бактериями 

 

© Л.Е Макарова, А.С. Мориц, Н.А. Соколова 
 

Сибирский институт физиологии и биохимии растений СО РАН, 
г. Иркутск, Российская Федерация 

 

Резюме: N-фенил-2-нафтиламин (N-ФНА) и фталаты относят к веществам антибиотического 
действия. Появление и накопление этих веществ в биосфере обусловлено их техногенным и био-
генным происхождением (метаболиты растений и бактерий). Цель работы – сравнить дегради-
рующую активность в отношении N-ФНА у почвенных бактерий Rhizobium leguminosarum bv. 
viceae, Bradyrhizobium japonicum, Pseudomonas syringae pv. pisi, Clavibacter michiganensis sps. 
sepedonicus, Azotobacter chroococcum, различающихся по типу взаимоотношений с растениями го-
роха (Pisum sativum L.), синтезирующего вышеназванное соединение. Продукты деградации иссле-
довали методом газовой хромато-масс-спектрометрии в этилацетатных экстрактах из культу-
ральных жидких сред, куда вместе с бактериями вносили N-ФНА до концентрации 10 мкМ. С при-
менением методов высокоэффективной жидкостной хроматографии в полученных при помощи 
этилацетата экстрактах из культуральных сред, куда вносили N-ФНА до концентрации 100 мкМ, 
через двое суток роста бактерий в этих средах прослеживали степень уменьшения его концен-
трации. Показано, что все исследованные виды бактерий способны деградировать N-ФНА с обра-
зованием фталатов. Наиболее высокую деградирующую активность обнаружили у бактерий 
Rhizobium, эндосимбионтов растений гороха, синтезирующего N-ФНА, и у свободноживущих 
азотфиксирующих бактерий рода Azotobacter. N-ФНА снижал жизнеспособность всех видов бакте-
рий, но в разной степени. В наибольшей мере негативное действие N-ФНА сказалось на жизнеспо-
собности бактерий рода Azotobacter, показавшего при этом высокую деградирующую активность 
в отношении этого соединения. Зависимость эффекта негативного влияния на жизнеспособ-
ность от концентрации N-ФНА оказалась слабо выраженной у бактерий родов Rhizobium и 
Pseudomonas, а у бактерий родов Bradyrhizobium и Clavibacter она оказалась существенной.  
 

Ключевые слова: N-фенил-2-нафтиламин, фталаты, почвенные бактерии, биодеградация 
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of N-phenyl-2-naphthylamine by soil bacteria 
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Abstract: N-phenyl-2-naphthylamine (N-PNA) and phthalates are classified as antibiotic substances. The ap-
pearance and accumulation of these substances in the biosphere is associated with their technogenic and bio-
genic origin (metabolites of plants and bacteria). In this article, we compare the degrading action of such soil 
bacteria as Rhizobium leguminosarum bv. viceae, Bradyrhizobium japonicum, Pseudomonas syringae pv. pisi, 
Clavibacter michiganensis sps. Sepedonicus and Azotobacter chroococcum against N-PNA. These bacteria 
differ in their interaction with pea plants (Pisum sativum L.) synthesising N-PNA. The degradation products 
were studied using gas chromatography-mass spectrometry in ethyl acetate extracts obtained from culture liq-
uid media, in which N-PNA at a concentration of 10 μM and the bacteria under study were introduced. The de-
crease in the N-PNA concentration in the extracts obtained using ethyl acetate from culture media, in which  
N-PNA had been added to a concentration of 100 μM, was monitored following two days of bacterial growth 
using the methods of high-performance liquid chromatography. It was shown that all the studied bacterial spe-
cies are capable of degrading N-PNA with the formation of phthalates. The Rhizobium bacteria, endosymbionts 
of pea plants synthesising N-PNA, and free-living nitrogen-fixing bacteria of the Azotobacter genus showed the 
highest degrading activity. It was found that N-PNA reduced the viability of all types of bacteria, although to a 
varying degree. N-PNA had the most negative effect on the viability of the Azotobacter genus, although these 
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bacteria showed a high degrading action against N-PNA. The dependence between the negative effect of N-
PNA on bacterial viability and the N-PNA concentration was mildly pronounced for Rhizobium and Pseudomo-
nas, although being significant for Bradyrhizobium and Clavibacter.  
 

Keywords: N-phenyl-2-naphthylamine, phthalates, soil bacteria, biodegradation 
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ВВЕДЕНИЕ 
Поиски способов обезвреживания веществ ток-

сического действия на живые системы, которые 
накапливаются в биосфере и имеют одновременно 
техногенное и биотическое происхождение, важны и 
актуальны для поддержания безопасности нашей 
экологии. N-фенил-2-нафтиламин (N-ФНА) и фтала-
ты относятся к опасным для живых организмов ве-
ществам [1–4]. Они производятся предприятиями 
химической промышленности и находят широкое 
применение в различных технологиях. N-ФНА изве-
стен в научной литературе с 1881 г., это алкалоид 
необычного строения [5], находит применение в 
производстве красителей и других органических 
химических веществ, в качестве антиокислителя 
резины, полимеров, в смазках, а также в смазочных 
и трансформаторных маслах, используется в каче-
стве стабилизатора в электроизоляционных эмалях 
и т.д. Фталаты имеют широкое применение в хими-
ческой промышленности: в производстве пластмасс 
в качестве пластификаторов, для получения косме-
тических средств и др. [2–4]. 

Однако наряду с техногенными существуют и 
биогенные источники появления N-ФНА и фтала-
тов в биосфере. Биотическое происхождение  
N-ФНА доказано результатами немногочислен-
ных работ, авторами которых это соединение 
было обнаружено в тканях нескольких видов 
наземных и двух представителей водных расте-
ний [5–11]. В том числе и мы сообщали о выяв-
лении N-ФНА и фталатов у трех представителей 
бобовых культур в корнях и в составе компонен-
тов их корневых экссудатов [11]. Сведения о пу-
тях биосинтеза N-ФНА в клетках растений и при-
сутствии его у микроорганизмов в литературе в 
настоящее время отсутствуют.  

Фталаты были выявлены в начале 70-х годов 
прошлого столетия в клетках бактерий и в те же 
годы у этих организмов установлены пути биоде-
струкции фталатов [12]. Позднее были опреде-
лены предшественники образования данных со-
единений – полициклические ароматические уг-
леводороды (ПАУ) [13] и затем установлено, что 
образование о-фталевой кислоты происходит по 
одному из двух основных путей биодеградация 
ПАУ [14, 15]. Деградация фталатов может проис-
ходить разными путями [16]. Способность к де-
градации фталатов чаще выявляли у представи-
телей таких родов бактерий, как Pseudomonas, 
Rhodococcus, Bacillus, Acinetobacter, Sphingo-

monas, Micrococcus, Burkholderia [16, 17]. Резуль-
таты исследований более поздних лет предпола-
гают возможность и самостоятельного биосинте-
за фталатов в клетках некоторых видов бактерий 
[18]. В клетках некоторых представителей нитча-
тых грибов основным для биосинтеза бензольно-
го кольца дибутилфталата, по всей вероятности, 
является путь его образования из углеводов по 
шикимовокислотному пути [19]. Этот путь био-
синтеза фталатов у бактерий пока не исследо-
ван, но в бактериальных клетках имеются воз-
можности для синтеза бензольного кольца [20].  

В тканях растений, а также в составе их корне-
вых экссудатов фталаты обнаружены сравнитель-
но недавно [11, 21, 22]. В частности, впервые пока-
зав наличие диалкиловых о-фталатов в закрытых 
биологических системах – в культурах клеток и в 
растениях in vitro, авторы работы [22] предостави-
ли достоверное доказательство самостоятельного 
синтеза этих соединений у растений.   

Роль фталатов во взаимодействии между 
растениями и бактериями, а также в межмикроб-
ных взаимоотношениях определяется рядом об-
стоятельств. Согласно результатам исследова-
ний авторов работ [18, 23], эффект воздействия 
фталатов на бактерии зависит от концентрации, 
вида алкильных группировок в их молекулах, 
присоединенных эфирной связью к о-фталевой 
кислоте, от чувствительности к ним того или ино-
го вида бактерий, и от того, существуют ли бак-
терии свободно или находятся в состоянии био-
пленок. Одной из функций фталатов в растениях 
является защита растений от бактериальных 
патогенов. При этом характер действия фтала-
тов на фитопатогены видоспецифичен, и функ-
ции различных видов фталатных эфиров инди-
видуальны.  

Результаты наших исследований засвиде-
тельствовали негативный эффект N-ФНА на рост 
использованных нами почвенных бактерий, яв-
ляющихся представителями родов Rhizobium, 
Pseudomonas и Clavibacter, и наличие возможно-
сти у этих бактерий деградировать данное со-
единение до фталатов [11, 24]. При деградации 
N-ФНА в клетках бактерий образовывались 
нафталиновые группировки, но они не появля-
лись во внешней среде, где обнаруживались 
только фталаты. Очевидно, основными конеч-
ными продуктами при деструкции N-ФНА были 
фталаты, которые выявлялись и в клетках, но 
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преимущественно оказывались в среде роста 
бактерий. В клетках животных среди мажорных 
продуктов деградации N-ФНА найдены извест-
ный канцероген 2-нафтиламин, и образующиеся 
при его окислении по атому азота N-гидрокси-2-
аминонафталин и 2-нитрозонафталин, но не за-
фиксированы фталаты [25, 26]. Данные факты 
показывают на существенные отличия путей де-
струкции N-ФНА в клетках животных и бактерий. 

В настоящей работе приведены данные, с 
помощью которых можно оценить возможность 
деградации N-ФНА у бактерий, вступающих в 
симбиотические взаимодействия с растением 
гороха (Pisum sativum L.), синтезирующим это 
соединение, и у бактерий, не инфицирующих 
данное растение. Проведенное сравнение поз-
волит выявить разницу деградирующей активно-
сти в отношении обсуждаемого негативного ал-
лелопатического соединения растения-хозяина у 
адаптированных, в некоторой мере, к нему бак-
терий и у бактерий, оказавшихся в контакте с 
ним случайно. Из пяти видов бактерий два спо-
собны проникать в ткани растений гороха (дан-
ные приведены ниже). Это бактерии R. Legu-
minosarum bv. viceae (мутуалист), нодулирующие 
корни растений гороха, и бактерии P. syringae pv. 
pisi (патоген), инфицирующие его надземные 
органы. Для исследования были выбраны сле-
дующие виды бактерий, не инфицирующие рас-
тения гороха: C. michiganensis sps. sepedonicus, 
B. japonicum и Az. chroococcum. Первый из 
названных видов является патогеном для кар-
тофеля. Для бактерий рода Bradyrhizobium рас-
тением-хозяином является другой вид бобовых 
культур – растение сои (Glycine max), в корнях и 
корневых экссудатах которой так же, как и у рас-
тений гороха, выявлен N-ФНА [11]. Az. Chroo-
coccum – свободноживущие азотфиксирующие 
почвенные бактерии.  

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Объектами исследования являлись бакте-

рии R. leguminosarum bv. viceae (штамм RCAM 
1022), B. japonicum (штамм 626), P. syringae pv. 
pisi (штамм 1845), C. michiganensis sps. Sepe-
donicus (Cms. штамм 6889), Az. chroococcum 
(штамм Az d10, № ВКМ В-2272 Д), взятые из 
коллекции лаборатории физиологии устойчиво-
сти растений Сибирского института физиологии 
и биохимии растений СО РАН. 

Получение бактериальных культур. Твер-
дые среды для Rhizobium, Pseudomonas и Brady-
rhizobium составляли по методике, представлен-
ной в работе В.А. Берестецкого

1
. Среда для бак-

терий Cms, приготовленная на отваре из клуб-
ней картофеля, содержала 10 г/л дрожжевого 
экстракта, 10 г/л глюкозы, 20 г/л агара (pH = 7,0). 

Культивирование бактерий Azotobacter проводи-
ли на среде Эшби. Бактерии, выращенные на 
твердых агаросодержащих субстратах, перено-
сили в конические колбы с жидкой минимальной 
средой, составленной по [27], для адаптации в 
течение суток, затем в такую же минимальную 
среду, но содержащую 10 или 100 мкМ N-ФНА. 
10 мкМ N-ФНА вносили в среды, где бактерии 
росли в течение одних суток. В экстрактах из 
этих сред исследовали продукты деградации 
вышеуказанного субстрата. При 100 мкМ N-ФНА 
бактерии росли в течение двух суток, в экстрак-
тах из этих сред определяли оставшееся коли-
чество субстрата, чтобы оценить активность де-
градации указанного соединения бактериями. 
Титр бактерий в начале роста в обоих вариантах 
эксперимента составлял 1,5·10

3 
кл/мл. Титр оп-

ределяли исходя из показателей плотности сре-
ды с бактериями, измеренной при 675 нм на 
планшетном спектрофотометре Immunochem-
2100 («High Technology Inc.», США). 

Изучение жизнеспособности бактерий. На-
личие жизнеспособных клеток в культуральных 
средах контролировали по флуоресценции, поз-
воляющей детектировать наличие мертвых и 
живых клеток после обработки их последова-
тельно 0,5%-м пропидий йодидом, затем 50 мМ 
флуоресцеин диацетатом. Для просмотра бакте-
рийсодержащих суспензий использовали инвер-
тированный микроскоп Axio Observer («Carl Zeiss 
Microscopy», Германия).  

Получение экстрактов. Из культуральных 
сред получали этилацетатные экстракты после 
отделения сред от бактерий центрифугировани-
ем при 8000 g в течение 20 мин при 4 

о
С и под-

кисления 2 н HCl до рН = 3,0–4,0. Экстракты упа-
ривали досуха в вакууме в условиях темноты, 
сухие остатки перерастворяли в небольших объ-
емах этилацетата (для ГХ-МС-анализа) или ме-
танола (для ВЭЖХ- анализа) и помещали в стек-
лянные бутылочки. Состав продуктов деграда-
ции N-ФНА исследовали методом ГХ-МС 

Анализ состава ароматических соединений 
методом ГХ-МС. Метод ГХ-МС-анализа, исполь-
зованный для изучения состава соединений, по-
явившихся при деградации N-ФНА, подробно 
изложен в работе [24]. Для идентификации ана-
лизируемых соединений использовали библио-
теки масс-спектров NIST08 и WILEY7, а также 
проводили сравнение с аутентичными образца-
ми бис(2-этилгексил)фталата (диоктилфталат, 
«Sigma-Aldrich», Германия) и дибутилфталата 
(«Реахим», Россия). 

Определение содержания N-ФНА методом 
ВЭЖХ. Данным методом определяли количество 
неразрушенного бактериями N-ФНА, по которому 
сравнивали деградирующую активность у бакте-

   

1
Берестецкий В.А. Методические рекомендации по получению новых штаммов Rhizobium leguminosarum и 

оценки их эффективности. Л.: ВНИИСХМ, 1976. 31 с. 

http://www.sifibr.irk.ru/images/bioanalitic/AxioObserver.pdf
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рий. ВЭЖХ-анализ осуществляли на хромато-
графе Shimadzu LC-10ATvp с УФ-детектором 
(«Shimadzu», Япония). Условия разделения, де-
тектирования и способы количественных расче-
тов содержавшегося в экстрактах N-ФНА по-
дробно описаны в работе [24].  

Статистическая обработка данных. Полу-
ченные результаты обрабатывали статистически 
с вычислением средних значений и стандартных 
отклонений для них. Эксперименты проводили в 
трех биологических повторностях. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Ранее на примере бактерий, проникающих в 

ткани растений гороха – R. leguminosarum bv. 
viceae (мутуалист) и P. syringae pv. pisi (патоген), 
было показано, что оба вида бактерий способны 
не только деградировать N-ФНА до фталатов, но 
и преобразовывать одни виды фталатов в дру-
гие, хотя и с разной степенью активности [24]. 
Результаты, полученные для этих бактерий, ча-
стично приведены в таблицах и на рисунке. Вме-
сте с тем было замечено, что у бактерий 
C. michiganensis sps. sepedonicus, для которых 
растения гороха не являются хозяевами, не-
сколько иная реакция на N-ФНА: в начальный 
период действия на эти бактерии N-ФНА дегра-
дирующая активность у них в отношении данного 
соединения была низкая, но постепенно усили-
валась. Следовательно, у бактерий, вступающих 
в исторически сложившиеся мутуалистические 
или антагонистические взаимоотношения с рас-
тением гороха, метаболические системы более 
приспособлены к деградации вышеуказанного 
соединения, а также к воздействию на них про-
дуктов его деградации – фталатов [24]. 

Для сравнения в табл. 1 приведены новые 
данные о деградирующей активности в отноше-
нии N-ФНА бактерий, которые не способны про-
никать в ткани гороха. Это бактерии B. Japo-
nicum, нодулирующие корни растений сои, также 
синтезирующие N-ФНА [11]. Использованный 
штамм свободноживущих азотфиксирующих бак-
терий Az. chroococcum устойчив к воздействию 
дельтометрина – соединения ароматической 
структуры [28].  

Данные, приведенные в табл. 1, показывают, 
что азотобактер и брадиризобии также способны 
деградировать N-ФНА с образованием фтала-
тов. Примечательным является то, что в среде с 
азотобактером 10 мкМ N-ФНА за сутки экспози-
ции был полностью деградирован до фталатов. 
В среде с брадиризобиями преобладал N-ФНА, 
но при этом достаточно высокий процент со-
ставляли дибутил- и диоктилфталаты.  

Отметим, что при 100 мкМ N-ФНА азотобак-
тер деградировал так же активно, как ризобии. 
Далее по активности деградации в ряду убыва-
ния оказались брадиризобии, псевдомонады и 
занимающий последнее место в этом ряду кла-

вибактер. На диаграмме представлено процент-
ное содержание N-ФНА в среде с бактериями 
относительно содержания в культуральной жид-
кости без бактерий (контроль). Обозначения бак-
терий такие же, как в табл. 1, данные для бакте-
рий родов Rhizobium (Rhiz), Pseudomonas (Psp) и 
Clavibacter (Cms) взяты из работы [24]. 

N-ФНА понижал жизнеспособность всех ис-
следуемых бактерий (табл. 2). Степень этого по-
нижения возрастала с повышением концентра-
ции N-ФНА. Характер реакции на N-ФНА и на 
повышение его концентрации в ростовых средах 
у сравниваемых бактерий существенно отличал-
ся. Менее всего чувствительными к изменению 
концентрации от 10 до 100 мкМ N-ФНА оказа-
лись ризобии и псевдомонады. В сравнении с 
контролем у брадиризобий при 10 мкМ N-ФНА 
снижение жизнеспособности происходило в 
меньшей степени, чем у представителей четы-
рех других видов бактерий. Однако при измене-
нии концентрации N-ФНА от 10 до 100 мкМ жиз-
неспособность у брадиризобий снизилась в 7,5 
раз. При том же изменении концентрации N-ФНА 
у клавибактера падение показателя жизнеспо-
собности произошло в меньшей степени – в 2,8 
раза. У азотобактера в контроле наблюдался 
наибольший по сравнению с другими бактериями 
показатель жизнеспособности, под влиянием N-
ФНА он оказался минимальным уже при концен-
трации N-ФНА 10 мкМ и еще немного снизился 
при концентрации 100 мкМ.  

Сопоставление данных о деградирующей ак-
тивности в отношении N-ФНА и влиянии послед-
него на жизнеспособность штаммов сравнивае-
мых видов бактерий позволяет увидеть несоот-
ветствия между их показателями. Возможным 
объяснением будут результаты исследования у 
представителей этих видов бактерий степени 
(полноты) деградации изучаемого ароматическо-
го соединения. Известно, что многие виды бак-
терий способны полностью расщеплять арома-
тические структуры до ациклических кислот, ис-
пользуемых далее в общих метаболических про-
цессах [12–16]. При этом у одних представите-
лей бактериальной микрофлоры ферментные 
системы, необходимые для деградации арома-
тических соединений, индуцируются с их появ-
лением в среде, а у других указанные ферменты 
синтезируются конститутивно [19]. Деградация 
полициклических соединений осуществляется в 
основном по двум путям: по пути образования 
катехола и по фталатному пути [5, 14]. Фталат-
ный путь при этом может завершаться расщеп-
лением протокатеховой кислоты до β-карбокси-
цис-цис-муконата при участии фермента прото-
катехоат оксигеназы (ЕС 1.13.11.3) [16]. Наличие 
возможности у бактерий для более полного рас-
щепления ПАУ позволяет использовать данные 
соединения в качестве трофического материала. 
С другой стороны, отдельные этапы процессов 
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расщепления ПАУ требуют затрат энергии
 

[13, 14]. Не исключено, что в случае, когда ПАУ 
является единственным углеводородным источ-

ником питания для бактерий, то прохождение 
полного цикла их расщепления может приводить 
к снижению их жизнеспособности.  

 
Таблица 1. Состав продуктов деструкции 10 мкМ N-фенил-2-нафтиламина в этилацетатных экстрактах  

из ростовой среды бактерий после экспозиции в течение суток 
Table 1. Composition of 10 μM N-phenyl-2-naphthylamine destruction products in ethyl acetate extracts  

from bacteria growth medium after 1 day of exposure 
 

Соединение 
tуд., 
мин 

Ver., % 
S, % 

Rhiz* Psp* Cms* Azbr Brad 

Фталевый ангидрид 8,0 50,5 0,3 0,2 0,7 – 0,4 

Диэтилфталат 14,1 35,0 – – – 8,4 – 
Бутилтетрадецилфталат 19,7 13,3 – – 2,3 – 1,6 
Бутилоктилфталат 19,9 11,8 – – – 3,3 – 
Дибутилфталат 21,6 29,3 3,2 74,0 19,3 100 41,4 
N-фенил-2-нафтиламин 26,6 47.5 30,2 100 100 – 100 
Диоктилфталат 31,7 71,5 100 60,1 – 57,7 31,2 

Бс(7-метилоктил)фталат 35,0 65,9 1,2 – – – – 

Примечание. tуд. – время удерживания; Ver. – вероятность, %; S – относительная площадь пика, %, для бактерий: 
Rhiz – R. leguminosarum bv. viceae; Psp – P. syringae pv. pisi; Cms – C. michiganensis sps. sepedonicus; Azbr – Az. 
chroococcum; Brad – B. japonicum. Для S приведены средние показатели, стандартные отклонения для которых 
не превышали 10%. * – данные взяты из работы [24].  

 

 
 

Содержание N-ФНА в среде роста бактерий через двое 
суток экспозиции 
 

N-PNA content in the bacteria growth medium after 2 days  
of exposure 

 
 
 

Для суждения о возможности полной дегра-
дации N-ФНА у представителей исследуемых 
видов бактерий пока недостаточно данных. Све-
дения, приведенные в сообщении на Всероссий-
ской научной конференции (2019 г.) [29], свиде-
тельствуют о конститутивном синтезе протока-
техоат оксигеназы в клетках B. japonicum и C. Mi-
chiganensis sps. sepedonicus, а у R. Legume-
nosarum bv. viceae и P. syringae pv. pisi синтез 
данного фермента может индуцироваться нарин-
генином. У бактерий Az. chroococcum активность 
протокатехоат оксигеназы выявлена нами как 
при их росте без N-ФНА, так и в его присутствии 
(данные не опубликованы). Протокатехоат окси-
геназа из Az. vinelandii была очищена и изучена 
после выращивания этих бактерий на среде с  
п-гидроксибензоатом [30]. 

Таблица 2. Процент жизнеспособных клеток в составе аутоагрегатов бактерий, росших в течение суток  

в планктонных культурах без внесения (контроль) и с внесением в среду 10 и 100 мкМ N-ФНА 
Table 2. Percentage of viable cells in the bacterial self-aggregates after 1 day grew in planktonic cultures  

in the absence (control) and in the presence of 10 and 100 μM N-PNA in the medium 
 

Вариант 
Вид бактерий 

Rhiz* Psp* Cms* Brad Azbr 

Контроль 8,2±1,7 15,0±4,7 17,5±3,5 11,2±3,1 18,8±6,3 
10 мкМ N-ФНА 3,2±1,2 4,8±2,2 11,0±3,2 9,8±5,1 1,1±0,5 

100 мкМ N-ФНА 3,0±0,7 3,5±1,2 4,0±1,6 1,3±0,5 0,8±0,3 

Обозначения бактерий те же, что и в табл. 1. * – данные взяты из работы [24].  
 

ВЫВОДЫ 
1. Исследованные штаммы почвенных бакте-

рий R. leguminosarum bv. viceae, B. Japonicum, 
P. syringae pv. pisi, C. michiganensis sps. Sepe-
donicus, Az. chroococcum способны деградиро-
вать с образованием фталатов негативное ал-
лелопатическое соединение N-фенил-2-нафти-
ламин (N-ФНА), появление которого в почве воз-
можно вследствие его техногенного (продукты 
химической промышленности) и биогенного про-

исхождения (источники – растения, его синтези-
рующие). 

2. Наиболее высокую деградирующую актив-
ность в отношении N-ФНА показали бактерии 
Rhizobium, вступающие в эндосимбиотические 
отношения с синтезирующими вышеназванное 
соединение растениями гороха, и свободножи-
вущие азотфиксирующие бактерии рода 
Azotobacter. 

3. N-ФНА снижал жизнеспособность всех 
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штаммов бактерий, но в разной степени. В 
наибольшей мере негативное действие N-ФНА 
сказалось на жизнеспособности бактерий рода 
Azotobacter, показавшего при этом высокую де-
градирующую активность в отношении указанно-
го соединения. Зависимость эффекта негативно-

го влияния на жизнеспособность от концентра-
ции N-ФНА оказалась слабо выраженной у бак-
терий родов Rhizobium и Pseudomonas, а у бак-
терий родов Bradyrhizobium и Clavibacter она 
оказалась существенной.  
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Резюме: Проведена молекулярно-генетическая идентификация четырех штаммов бактерий, 
выделенных из активного ила городских очистных сооружений г. Улан-Удэ и промышленного 
предприятия ОАО «Селенгинский ЦКК» (пгт. Селенгинск). Идентификация штаммов бактерий 
проводилась на капиллярном секвенаторе марки ABI 3130XL Genetic Analyser (Applied Biosystems) с 
использованием 16S праймеров 27F и 1492R в центре коллективного пользования «Геномика» 
Института химической биологии и фундаментальной медицины СО РАН, г. Новосибирск. Ре-
зультаты получены с помощью метода определения прямой нуклеотидной последовательности 
фрагмента гена 16S рРНК с последующим сравнением нуклеотидной идентичности с пос-
ледовательностями, депонированными в международной базе данных GenBank. Определены 
штаммы бактерий, выделенных из активного ила: штамм В 1.1 по базе данных GenBank соответ-
ствует штамму Paenibacillus dendritiformis strain P411 (идентичность – 99,93%), штаммы В 1.2 и 
В 1.3 соответствуют штамму Bacillus licheniformis strain PB399 (идентичность – 86 и 100% соот-
ветственно), штамм Р 1.1 соответствует штамму Paenibacillus polymyxa strain ISSDS-85 (иден-
тичность – 99,86%). Определены биохимические свойства идентифицированных штаммов: ами-
лолитическая, протеолитическая и липолитическая активность; способность к ферментации 
углеводов на средах Гисса; способность к образованию аммиака, мочевины и восстановлению нит-
ратов. Данные штаммы микроорганизмов, выделенных из активного ила, могут оказаться пер-
спективными для деструкции загрязнителей сточной воды. На их основе предполагается созда-
ние консорциума микроорганизмов для деструкции белковых и жировых загрязнителей сточной 
воды. 
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Abstract: A molecular-genetic identification of four bacterial strains isolated from activated sludge of urban 
wastewater treatment plants (Ulan-Ude) and the industrial enterprise OJSC “Selenginsky Pulp and Paper 
Mill” (Selenginsk) was carried out. Bacterial strains were identified by a capillary sequencer ABI 3130XL Ge-
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netic Analyzer (Applied Biosystems) using 16S primers 27F and 1492R at the Genomics Collective Use Cen-
ter of the Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, SB RAS, Novosibirsk. The results were 
obtained using the method of determination of the direct nucleotide sequence of a 16S rRNA fragment fol-
lowed by comparison of the nucleotide identity with the sequences deposited in the international database 
GenBank. Bacterial strains isolated from activated sludge were identified according to the GenBank data-
base: strain B 1.1 corresponds to Paenibacillus dendritiformis strain P411 (similarity 99.93%), strains B 1.2 
and B 1.3 correspond to Bacillus licheniformis strain PB399 (similarity 86 and 100%, respectively), strain  
P 1.1 corresponds to the Paenibacillus polymyxa strain ISSDS-85 (similarity 99.86%). The biochemical prop-
erties of the identified strains were determined: amylolytic, proteolytic and lipolytic activity; the ability to fer-
ment carbohydrates in Hiss’ nutrient medium; the ability to form ammonia, urea and nitrate reduction. The 
bacterial strains isolated from activated sludge may be promising for the destruction of wastewater pollu-
tants. On their basis, it is planned to create a consortium of microorganisms for the destruction of protein and 
fatty pollutants in wastewater. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Одним из приоритетных направлений борьбы 

с загрязнением окружающей среды является 
применение биотехнологических методов. Из-
вестно, что для очистки сточных вод широко ис-
пользуется природный активный ил, представ-
ляющий собой сложно структурированную си-
стему, состоящую преимущественно из микро-
организмов, связанных между собой симбиоти-
ческими отношениями и разнообразными мета-
болическими процессами [1–8]. Показано, что 
одни микроорганизмы способны потреблять 
продукты реакций других микроорганизмов. В 
результате поэтапного действия микроорганиз-
мов создается замкнутый цикл с образованием 
простых соединений. Рассмотрев основные 
группы загрязнителей сточных вод, условия ро-
ста и пути метаболизма выбранных культур мик-
роорганизмов и возможность их совместного 
культивирования, можно создать искусственные 
биологические консорциумы в целях более эф-
фективной утилизации загрязнителей [9]. 

Для определения процессов, происходящих 
внутри активного ила, необходимо изучать его 
видовой состав. В настоящее время при изуче-
нии видового состава микроорганизмов активно-
го ила используются стандартные методы 
идентификации, которые не всегда позволяют 
установить родовую принадлежность микроорга-
низмов ввиду их близкого родства и общности 
свойств. В то же время эти методы являются 
достаточно трудоемкими и длительными по вре-
мени

1
 [10–14]. Для того чтобы избежать ошибки в 

определении видовой и родовой принадлежно-
сти исследуемых культур активного ила стан-
дартными методами, необходимо проводить 
молекулярно-генетическую идентификацию, на 
основании результатов которой возможно выде-
ление культур микроорганизмов, обладающих 
активностью по отношению к определенным 
группам загрязнителей, что поможет в разработ-
ке конкретных технологий очистки сточных вод 
[15–18]. 

Целью работы являлась молекулярно-гене-
тическая идентификация микроорганизмов, 
выделенных из активного ила городских очист-
ных сооружений г. Улан-Удэ и промышленного 
предприятия ОАО «Селенгинский ЦКК» (пгт. Се-
ленгинск), способных биотрансформировать ком-
поненты модельной сточной воды с использо-
ванием анализа нуклеотидной последова-
тельности гена 16S рРНК. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Объекты исследования – чистые штаммы 

бактерий рода Bacillus, выделенные из активного 
ила городских очистных сооружений г. Улан-Удэ 
и промышленного предприятия ОАО «Селен-
гинский ЦКК» (пгт. Селенгинск). Культуры выра-
щивали на мясо-пептонном агаре (Государ-
ственный научный центр прикладной биологии и 
биотехнологии, пгт. Оболенск, Московская обл.) 
в течение двух суток при температуре 37 ºС. 

Стандартными микробиологическими спосо-
бами проводили исследование следующих био-
химических свойств выделенных штаммов: фер-

   

1
Лабинская А.С., Блинкова Л.П., Ещина А.С., Булава Г.В., Вертиев Ю.В., Винокуров А.Е. [и др.]. 

Общая и санитарная микробиология с техникой микробиологических исследований: учеб. пособие; 
4-е изд., стер. СПб.: Лань, 2020. 588 с. 
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ментативная активность (амилолитическая, про-
теолитическая, липолитическая), способность к 
ферментации углеводов на средах Гисса, спо-
собность к образованию аммиака, мочевины и 
восстановлению нитратов

1
.  

Идентификация штаммов бактерий проводи-
лась с помощью BLAST-анализа гена 16S рРНК. 
Секвенирование по Сэнгеру проводилось в 
центре коллективного пользования «Геномика» 
Института химической биологии и фундамен-
тальной медицины СО РАН (г. Новосибирск) на 
капиллярном секвенаторе ABI 3130XL Genetic 
Analyser (Applied Biosystems) с использованием 
16S праймеров 27F [19] и 1492R [20].  

Секвенограммы всех исследуемых образцов 
ДНК проанализированы на предмет гомоло-
гии/идентичности c помощью программы BLAST 
базы данных GenBank и классификатора базы 
16S рибосомальных последовательностей – 
RDB. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Основными компонентами бытовых и про-

мышленных сточных вод г. Улан-Удэ и ОАО 
«Селенгинский ЦКК» являются белковые и жи-
ровые соединения. Задача исследования – под-
твердить или опровергнуть предположение, что 
штаммы, выделенные из активного ила, могут 
быть использованы в качестве деструкторов 
данных веществ. 

Биохимические свойства четырех выделен-
ных штаммов определяли по продуктам реакции 
гидролиза и ферментативной активности. Полу-
ченные результаты позволили три штамма отне-
сти к роду Вacillus, им присвоили обозначения 
В 1.1, В 1.2 и В 1.3. Родовую принадлежность 
четвертой культуры идентифицировать не 
удалось, ей было присвоено обозначение Р 1.1. 
Результаты представлены в табл. 1. 

 

По результатам исследования амилолитиче-
ской, протеолитической и липолитической актив-
ности штаммы B 1.1, В 1.2 и В 1.3 показали по-
ложительную реакцию, штамм Р 1.1 – отрица-
тельную. Можно предположить, что штаммы 
B 1.1, В 1.2 и В 1.3 способны к деструкции белко-
вых и жировых соединений, штамм Р 1.1 – нет. 

Результаты исследований способности к 
ферментации углеводов на средах Гисса пока-
зали, что штаммы B 1.1, В 1.2 и В 1.3 не способ-
ны сбраживать лактозу и сорбит в отличие от 
штамма Р 1.1, который сбраживает лактозу и 
частично сорбит. В целом использование данных 
штаммов для деструкции загрязнителей в сточ-
ных водах позволит охватить широкий спектр 
углеводов. 

Результаты эксперимента по исследованию 
способности к образованию аммиака, мочевины 
и восстановлению нитратов показали, что штамм 
B 1.1 образует аммиак и способен восстанавли-
вать нитраты, штаммы В 1.2 и В 1.3 образуют 
аммиак и мочевину, штамм Р 1.1 образует моче-
вину и восстанавливает нитраты. 

Таким образом, по полученным результатам 
можно предположить, что выделенные штаммы 
обладают способностью к деструкции белковых 
и жировых соединений, а также углеводных и 
азотистых соединений (см. табл. 1). Для даль-
нейшего изучения выделенных штаммов необ-
ходимо было провести их молекулярно-генети-
ческую идентификацию.  

Генетическая идентификация полученных 
штаммов осуществлялась методом определения 
прямой нуклеотидной последовательности 
фрагмента гена 16S рРНК с последующим 
сравнением нуклеотидной идентичности с после-
довательностями, депонированными в между-
народной базе данных GenBank, с помощью 
программы BLAST и классификатором базы 16S 
рибосомальных последовательностей – RDB. 

 
 
Таблица 1. Результаты исследования биохимических свойств выделенных штаммов  
Table 1. Biochemical properties of isolated strains 
 

Биохимические свойства 
Штамм 

В 1.1 В 1.2 В 1.3 Р 1.1 

Амилолитическая активность + + + - 
Протеолитическая активность + + + - 
Липолитическая активность + ± ± - 

Сбраживание: 
лактозы - - - + 
маннита + ± ± - 
глюкозы + + + + 
сахарозы + + + ± 
сорбита - - - ± 
мальтозы + + + + 

Образование: 
аммиака + + + - 
мочевины - + + + 

Восстановление нитратов + - - + 

Примечание. «-» – 95 и более процентов отрицательная реакция; «+» – 95 и более процентов положительная 
реакция, «±» – 50% положительная реакция. 
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Методом полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) амплифицированы фрагменты гена 16S 
рРНК, размером около 1500 п.н. Продукты ПЦР 
амплификации использованы для определения 
нуклеотидной последовательности.  

Фрагмент гена 16S рРНК для каждого образ-
ца секвенирован с двух сторон по методу Сэн-
гера и проанализирован на автоматическом ген-
ном анализаторе ABI3130XL. Полученные после 
геномного анализатора сшитые из секве-
нограмм последовательности образцов пред-
ставлены на рис. 1, 3, 4 и 7.  

На рис. 1 представлена секвенограмма 
штамма В 1.1. 

Сравнительный анализ нуклеотидных после-
довательностей с помощью программы BLAST 

показал, что структура штамма B 1.1 совпадает 
со структурой Paenibacillus dendritiformis strain 
P411 16S ribosomal RNA gene и Paenibacillus den-
dritiformis partial 16S rRNA gene, strain Marseille-
P568. 

Классификатор RDP показал следующую 
«оригинальную» структуру фрагмента 16S рРНК 
(рис. 2).  

Как видно из рис. 2, штамм B 1.1 по класси-
фикатору RDP и GenBank определен как штамм 
Paenibacillus dendritiformis partial P411, который 
характеризуется более высоким уровнем вариа-
бельности генов 16S pPHK. 

На рис. 3 и 4 представлены секвенограммы 
штаммов В 1.2 и В 1.3 соответственно. 

 

 
 

Рис. 1. Секвенограмма штамма B 1.1 
 

Fig. 1. Sequenogram of strain B 1.1 
 

 
 

Рис. 2. Идентификация по 16S рРНК штамма Paenibacillus dendritiformis strain P411 
 

Fig. 2. 16S rRNA strain identification of Paenibacillus dendritiformis strain P411 
 

 
 

Рис. 3. Секвенограмма штамма B 1.2 
 

Fig. 3. Sequenogram of strain B  1.2 
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Рис. 4. Секвенограмма штамма B 1.3 
 

Fig. 4. Sequenogram of strain B 1.3 

 
Секвенограммы штаммов B 1.2 и В 1.3 при 

сравнении структур нуклеотидных последова-
тельностей с помощью программы BLAST сов-
падают между собой и имеют сходство со струк-
турами Bacillus licheniformis strain PB3 chro-
mosome, complete genome и Bacillus licheniformis 
strain UN1 16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence. 

В соответствии с классификатором RDP по-
лучены результаты по «оригинальной» структуре 
фрагмента 16S рРНК, показанного на рис. 5 и 6.  

На рис. 5 и 6 представлены результаты 
идентификации штаммов B 1.2 и В 1.3 по клас-

сификатору RDP и GenBank. Штаммы опре-
делили как Bacillus licheniformis strain PB3, ко-
торый характеризуется более высоким уровнем 
вариабельности генов 16S рРНК в обоих 
случаях.  

На рис. 7 показана структура нуклеотидной 
последовательности штамма P 1.1, полученная с 
помощью программы BLAST, которая при срав-
нении совпадает со структурой штаммов 
Paenibacillus polymyxa strain ISSDS-851 16S ri-
bosomal RNA gene, partial sequence и Paeniba-
cillus sp. strain R363 16S ribosomal RNA gene, 
partial sequence. 

 

 
 

Рис. 5. Идентификация по 16S рРНК штамма Bacillus licheniformis strain PB3 
 

Fig. 5. 16S rRNA strain identification of Bacillus licheniformis strain PB3 
 

 
 

Рис. 6. Идентификация по 16S рРНК штамма Bacillus licheniformis strain PB3 
 

Fig. 6. 16S rRNA strain identification of Bacillus licheniformis strain PB3 
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Рис. 7. Секвенограмма штамма Р 1.1 
 

Fig. 7. Sequenogram of strain P 1.1 

 
Классификатор RDP показал следующий 

результат по «оригинальной» структуре 
фрагмента 16S рРНК (рис. 8).  

Как видно из рис. 8, идентифицированная 
нуклеотидная последовательность штамма Р 1.1 
по GenBank и классификатору RDP соответству-
ет Paenibacillus polymyxa strain ISSDS-851 16S 
ribosomal RNA gene, который характеризуется 
более высоким уровнем вариабельности генов 
16S рРНК.  

Для исключения методической погрешности 
анализа гена 16S рРНК образцы проанализи-

рованы с помощью программы BLAST, пред-
назначенной для сравнения изучаемой 
нуклеотидной последовательности с базой дан-
ных секвенированного генома (табл. 2). 

Процент идентичности фрагментов ну-
клеотидных последовательностей гена 16S рРНК 
составляет, %: между штаммом В 1.2. и Bacillus 
licheniformis strain PB3 – 99,86; между штаммом 
В 1.3. и Bacillus licheniformis strain PB3 – 100%. 
Как видно из табл. 2, полученные штаммы можно 
отнести к одному референтному штамму.  

 
 

 
 

Рис. 8. Идентификация по 16S рРНК штамма Paenibacillus polymyxa strain ISSDS-851 
 

Fig. 8. 16S rRNA strain identification of Paenibacillus polymyxa strain ISSDS-8513 

 
 

Таблица 2. Результаты идентификации нуклеотидной последовательности  

в международной базе данных GenBank 
Table 2. Results of the nucleotide sequence identification  

in the international GenBank database 
 

Обозначение 
штамма 

Наименование штамма по GenBank % совпадения 

B 1.1 
Paenibacillus dendritiformis strain P411 16S ribosomal RNA gene 99,93 

Paenibacillus dendritiformis partial 16S rRNA gene, strain Marseille-P568 99,79 

B 1.2 Bacillus licheniformis strain PB3 chromosome, complete genome 99,86 
B 1.3 Bacillus licheniformis strain PB3 chromosome, complete genome 100,00 

Р 1.1 
Paenibacillus polymyxa strain ISSDS-851 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 99,86 

Paenibacillus sp. strain R363 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 99,79 

 

https://dictionary.cambridge.org/ru/%D1%81%D0%BB%D0%BE%D0%B2%D0%B0%D1%80%D1%8C/%D0%B0%D0%BD%D0%B3%D0%BB%D0%BE-%D1%80%D1%83%D1%81%D1%81%D0%BA%D0%B8%D0%B9/of
https://dictionary.cambridge.org/ru/%D1%81%D0%BB%D0%BE%D0%B2%D0%B0%D1%80%D1%8C/%D0%B0%D0%BD%D0%B3%D0%BB%D0%BE-%D1%80%D1%83%D1%81%D1%81%D0%BA%D0%B8%D0%B9/the
https://dictionary.cambridge.org/ru/%D1%81%D0%BB%D0%BE%D0%B2%D0%B0%D1%80%D1%8C/%D0%B0%D0%BD%D0%B3%D0%BB%D0%BE-%D1%80%D1%83%D1%81%D1%81%D0%BA%D0%B8%D0%B9/sequence
https://dictionary.cambridge.org/ru/%D1%81%D0%BB%D0%BE%D0%B2%D0%B0%D1%80%D1%8C/%D0%B0%D0%BD%D0%B3%D0%BB%D0%BE-%D1%80%D1%83%D1%81%D1%81%D0%BA%D0%B8%D0%B9/identification
https://dictionary.cambridge.org/ru/%D1%81%D0%BB%D0%BE%D0%B2%D0%B0%D1%80%D1%8C/%D0%B0%D0%BD%D0%B3%D0%BB%D0%BE-%D1%80%D1%83%D1%81%D1%81%D0%BA%D0%B8%D0%B9/in_2
https://dictionary.cambridge.org/ru/%D1%81%D0%BB%D0%BE%D0%B2%D0%B0%D1%80%D1%8C/%D0%B0%D0%BD%D0%B3%D0%BB%D0%BE-%D1%80%D1%83%D1%81%D1%81%D0%BA%D0%B8%D0%B9/the
https://dictionary.cambridge.org/ru/%D1%81%D0%BB%D0%BE%D0%B2%D0%B0%D1%80%D1%8C/%D0%B0%D0%BD%D0%B3%D0%BB%D0%BE-%D1%80%D1%83%D1%81%D1%81%D0%BA%D0%B8%D0%B9/international_1


Иванчиков Е.А., Бубеев А.Т., Цыренов В.Ж., Арбатская А.В. Молекулярно-генетическая … 
Ivanchikov E.A., Bubeev A.T., Tsyrenov V.Zh., Arbatsksaya A.V. Molecular-genetic … 

 

 

122 
 

ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 
 

  
 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ  
Таким образом, проведенные исследования 

биохимических свойств штаммов B 1.1, В 1.2, 
В 1.3 и Р 1.1 показали, что использование дан-
ных штаммов в создании биологического кон-
сорциума позволит применять его для деструк-
ции белковых и жировых соединений, а также 
углеводных и азотистых соединений сточных 
вод. 

В результате молекулярно-генетической 
идентификации четырех исследуемых штаммов, 
впервые выделенных из активного ила городских 

очистных сооружений г. Улан-Удэ и промышлен-
ного предприятия ОАО «Селенгинский ЦКК», на 
основе анализа нуклеотидных последова-
тельностей гена 16S рРНК определены штаммы 
бактерий: для штамм В 1.1 идентичность с 
Paenibacillus dendritiformis strain P411 составила 
99,93%; штаммы В 1.2 и B 1.3 идентифицирова-
ны как Bacillus licheniformis strain PB3 – 99,86% и 
100% соответственно; штамм P 1.1 соотнесен с 
Paenibacillus polymyxa strain ISSDS-851 (процент 
идентификации – 99,86).  
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Резюме: Целью исследования являлось установление влияния наноселена на динамику роста и анта-
гонистическую активность штаммов Lactobacillus casei IMB B-7343 и Lactobacillus plantarum IMB B-7344 
относительно фитопатогенной бактерии Xanthomonas campestris В-4102. Наночастицы селена полу-
чали путем восстановления раствора селенита натрия L-цистеином в присутствии альгината 
натрия. Культивирование лактобактерий проводили на питательной среде MRS с добавлением кол-
лоидного раствора наноселена в концентрации: 0,05; 0,1; 0,15; 0,2 и 0,25 мг/л (по селену). Бактерии 
культивировали в 96-луночном планшете в фотометре Multiskan FC при 36 ºС в режиме постоянного 
встряхивания. Антагонистическую активность лактобактерий изучали методом агаровых блоков. 
Установлено, что добавление в питательную среду наноселена в концентрации от 0,2 до 0,25 мг/л 
способствовало сокращению длительности экспоненциальной фазы роста в среднем на 3 ч и умень-
шению накопления биомассы штамма L. casei IMB B-7343 на 15,0%. Показано увеличение оптической 
плотности культуры этого штамма на 15,9% в стационарной фазе роста в варианте с добавлением 
к питательной среде раствора наноселена в концентрации 0,15 мг/л. Отмечено, что при культивиро-
вании штамма L. plantarum IMB B-7344 в питательной среде MRS с добавлением коллоидного раство-
ра наноселена в концентрации 0,05–0,25 мг/л в фазу экспоненциального развития наблюдалось ускоре-
ние роста культуры в среднем на 5 ч относительно контроля. Отмечено, что при добавлении в пи-
тательную среду наноселена наблюдалось увеличение антагонистической активности штаммов 
лактобактерий по отношению к фитопатогенной бактерии X. campestris В-4102, особенно у штамма 
L. plantarum IMB B-7344 (зона подавления роста фитопатогена составила 14,5–15 мм). 
 

Ключевые слова: наноселен, Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, Xanthomonas campestris, 
штамм, антагонистическая активность  
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Abstract: The study aims to establish the effect of nanoselenium on the growth and antagonistic activity of 
the Lactobacillus casei IMB B-7343 and Lactobacillus plantarum IMB B-7344 strains against the phytopatho-
genic bacterium Xanthomonas campestris B-4102. Selenium nanoparticles were obtained by reducing a so-
lution of sodium selenite with L-cysteine in the presence of sodium alginate. The cultivation of Lactobacilli 
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was carried out in a MRS nutrient medium with the addition of a colloidal solution of nanoselenium at the fol-
lowing concentrations: 0.05; 0.1; 0.15; 0.2 and 0.25 mg/l (for selenium). Bacteria were cultured in a 96-well 
plate in a Multiskan FC photometer at 36 ºС under constant shaking. The antagonistic activity of the strains 
was studied by the method of agar blocks. It was found that the addition of nanoselenium to the nutrient me-
dium at a concentration of 0.2 to 0.25 mg/l contributed to a decrease in the duration of the exponential 
growth phase by an average of 3 hours, as well as to a decrease in the biomass accumulation of the L. casei 
IMB B-7343 strain by 15.0%. The optical density of this strain culture was observed to increase by 15.9% in 
the stationary growth phase under the addition of a nanoselenium solution to the nutrient medium at a con-
centration of 0.15 mg/l. During the cultivation of the L. plantarum IMB B-7344 strain in an MRS nutrient me-
dium with the addition of a colloidal solution of nanoselenium at a concentration of 0.05–0.25 mg/l in the ex-
ponential development phase, an acceleration of the culture growth on average by 5 hours relative to the 
control was observed. It was noted that, upon the addition of nanoselenium to the nutrient medium, an in-
crease in the antagonistic activity of lactobacillus strains against the phytopathogenic bacterium 
X. campestris B-4102 was observed, particularly in the L. plantarum IMB B-7344 strain (the zone of inhibition 
of the phytopathogen growth was 14.5–15 mm). 
 

Keywords: nanoselenium, Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, Xanthomonas campestris, strain, 
antagonistic activity  
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ВВЕДЕНИЕ 
В настоящее время на мировом рынке пре-

обладают химические регуляторы роста и сред-
ства защиты растений. Однако широкое приме-
нение таких препаратов наносит непоправимый 
экологический ущерб [1]. Биологические сред-
ства защиты занимают лишь несколько процен-
тов от общего объема таких препаратов. Их не-
достатком является узкая специфичность и 
большие потери [2]. Перспективным решением 
данной проблемы является разработка ком-
плексных биопрепаратов на основе микроорга-
низмов и наночастиц биогенных элементов, об-
ладающих как защитным, так и стимулирующим 
действием [3–8].  

Среди нанокомпозитных материалов, ис-
пользуемых для защиты растений от патогенных 
бактерий, важное место занимает селен [4, 9]. В 
отличие от ионных форм селен в форме наноча-
стиц является менее токсичным и биологически 
доступным. Биологическая активность наноча-
стиц селена, как и других биогенных элементов, 
зависит не только от размера, формы и устойчи-
вости наночастиц, но и от свойств стабилизиру-
ющей матрицы [9, 10]. Известно, что селен в 
диспергированном до наноразмерных частиц 
виде обладает антибактериальным действием 
по отношению к фитопатогенным бактериям 
[3, 4, 8]. Данный биологический эффект заклю-
чается в нарушении мембранного потенциала 
бактериальной клетки, вызывающего ее гибель 
[4, 5, 11].  

По литературным данным присутствие в сре-
де селена оказывает положительное влияние на 
накопление биомассы лактобацилл [12–14]. Бак-
терии рода Lactobacillus способны продуциро-
вать вещества с антибиотической активностью, 

что позволяет им проявлять выраженный анта-
гонизм в отношении различных микроорганиз-
мов, в том числе фитопатогенных. Антагонисти-
ческая активность лактобактерий обусловлена 
такими метаболитами, как органические кислоты 
(преимущественно молочная), а также антимик-
робными и антибиотикоподобными соединения-
ми – лизоцимом, перекисью водорода, бакте-
риоцинами (лактацинами), диацетилом, гистами-
ном и другими аминами [15, 16].  

Различные заболевания растений, вызывае-
мые патогенными бактериями, отрицательно 
влияют на урожайность сельскохозяйственных 
культур [3, 4, 11]. Наиболее распространенными 
и значимыми среди фитопатогенных бактерий 
являются облигатные аэробные бесспоровые 
бактерии рода Xanthomonas, представляющие 
собой одиночные грамотрицательные подвиж-
ные палочки с закругленными концами. 
Xanthomonas campestris является возбудителем 
сосудистого бактериоза и листовой пятнистости 
культурных растений. В эпифитотийные годы 
сосудистым бактериозом может поражаться до 
80% посевов растений семейства Brassicaceae 
[17]. Предотвратить распространение сосудисто-
го бактериоза трудно, сдержать его возможно 
путем использования обеззараженного посевно-
го материала и устранения  потенциальных ис-
точников заражения в поле. Бороться с патоге-
ном, проникшим в восприимчивое растение, 
практически невозможно [18]. Потери урожая 
растений в результате развития этой болезни в 
разных регионах России составили от 23 до 57%, 
в Индии достигали 50%, а в Черногории – до 
80% [17, 18].  

Целью настоящего исследования явилось 
изучение влияния коллоидного раствора нано-
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селена на динамику роста и антагонистическую 
активность лактобактерий Lactobacillus casei IMB 
B-7343 и Lactobacillus plantarum IMB B-7344 от-
носительно фитопатогенной бактерии Xanthomo-
nas campestris В-4102. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Материалом исследования служили штаммы 

молочнокислых стрептобацилл: Lactobacillus ca-
sei IMB B-7343, выделенный из самоквасных до-
машних кисломолочных продуктов, и Lactobacil-
lus plantarum IMB B-7344, выделенный из сило-
сованного зерна. Штамм L. casei IMB B-7343 яв-
ляется факультативной анаэробной мезофиль-
ной гомоферментативной палочкообразной бак-
терией, штамм L. plantarum IMB B-7344 – мезо-
фильной гомоферментативной анаэробной бак-
терией. Антагонистическую активность лактоба-
цилл оценивали на культуре фитопатогенной 
бактерии Xanthomonas campestris В-4102, полу-
ченной из Всероссийской коллекции промыш-
ленных микроорганизмов.  

Водорастворимую композицию наночастиц 
селена получали по оригинальной методике, 
разработанной в Крымском федеральном уни-
верситете им. В.И. Вернадского [19]. Для этого 
селенистокислый натрий (х.ч.) восстанавливали 
L-цистеином (Synex Pharma, Китай) в присут-
ствии природного полисахарида альгината 
натрия (BioPolymer, Норвегия). Реакцию восста-
новления ионного селена проводили при 
рН= 6,5–7,0, при температуре 293 К. Концентра-
ция селена в водном растворе составляла 
0,050 г/л, альгината натрия – 1,00 г/л, массовое 
соотношение концентраций нуль-валентного се-
лена: альгината натрия было равно 0,050. В ре-
зультате окислительно-восстановительной реак-
ции образовывался красновато-оранжевый кол-
лоидный раствор наноселена с максимумом оп-
тического поглощения при длине волны 
λ = 253 нм, что свидетельствовало об образова-
нии наночастиц селена. Электронные спектры 
поглощения регистрировали с помощью псевдо-
двухлучевого сканирующего спектрофотометра 
Shimadzu UV-1280 (Япония) в рабочем диапа-
зоне длин волн 200–500 нм. Определение раз-
мера образующихся селеносодержащих нано-
структур и изучение поверхности тонких пленок, 
полученных из водных растворов альгината и 
наноселена, проводили на сканирующем муль-
тимикроскопе (СММ-2000, Россия). При изучении 
структур поверхности тонких пленок наблюдали 
наличие изолированных наноструктур, имеющих 
сферическую форму со средним диаметром ча-
стиц – 34 нм. 

Культивирование лактобактерий проводили 
на питательной среде MRS [20]. В стерильную 
остывшую до 40 ºС среду вносили наноселен в 
концентрации: 0,05; 0,1; 0,15; 0,2 и 0,25 мг/л (по 
селену). В качестве контроля использовали сре-

ду MRS, куда вместо растворов селена добавля-
ли эквивалентное количество дистиллированной 
воды. 

Для инокуляции питательной среды исполь-
зовали 24-часовую культуру лактобактерий с 
титром 1,2·10

8
. Микроорганизмы культивировали 

в 96-луночном планшете в фотометре Multiskan 
FC (Thermo Fisher Scientific, США) при темпера-
туре 36 ºС в режиме постоянного встряхивания. 
Определение оптической плотности среды про-
водили при длине волны λ = 620 нм с периодич-
ностью 1 ч в течение 70 ч.  

Антагонистическую активность штаммов 
L. casei IMB B-7343 и L. plantarum IMB B-7344 по 
отношению к X. campestris В-4102 изучали мето-
дом агаровых блоков [21]. Для этого суточные 
культуры лактобактерий, выращенные в жидкой 
среде MRS с добавлением коллоидного раство-
ра наноселена различной концентрации, высе-
вали глубинно в чашки Петри и инкубировали 
при температуре 36 ºС в течение 24 ч. Стериль-
ным пробочным сверлом вырезали агаровый 
блок с выросшей культурой штамма лактобакте-
рий и вставляли его в лунку в агаровом диске 
другой чашки Петри с только что глубинно засе-
янной культурой X. campestris В-4102. Чашки 
Петри выдерживали в течение 8 ч в холодильни-
ке при температуре +5 ºС для диффузии мета-
болитов лактобактерий из блока в толщу агара с 
тест-культурой, затем инкубировали в термоста-
те при температуре 28 ºС.  

Эксперименты проводили в 3-кратной биоло-
гической повторности. Статистическую обработ-
ку данных осуществляли общепринятым мето-
дом с использованием коэффициента Стьюден-
та [22], в таблицах и рисунках представлены 
средние арифметические значения и их стан-
дартные ошибки. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
В последние десятилетия в пищевой и меди-

цинской промышленности в питательные среды 
для получения жидких культур лактобацилл вно-
сят соединения селена с целью использования 
полученных культур в качестве закваски или 
функционального ингредиента для приготовле-
ния продуктов питания, обогащенных селеном 
[12, 13, 23]. Известно, что некоторые лактобакте-
рии могут накапливать и биотрансформировать 
соли селена в селенаминокислоты, наноселен 
и/или летучие соединения селена [24, 25]. Име-
ются данные о высокой переносимости лакто-
бактериями селенита натрия – до 198 мг/л [25]. 
Бактерии L. bulgaricus способны накапливать в 
цитоплазме и во внеклеточном пространстве не-
токсичный селен. Присутствие в среде селена 
способствует увеличению скорости роста лакто-
бацилл и их способности подавлять болезне-
творную микрофлору [26].  

Внесение в питательную среду MRS колло-
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идного раствора наноселена в исследованных 
концентрациях оказало влияние как на накопле-
ние биомассы культур штаммов L. casei IMB B-
7343 и L. plantarum IMB B-7344, так и на сроки 
прохождения бактериями основных фаз разви-
тия. Культура штамма L. casei IMB B-734 в при-
сутствии раствора наноселена развивалась 
медленнее. Максимальную задержку развития 
наблюдали в варианте с добавлением в среду 
MRS 0,25 мг/л раствора наноселена, где фаза 
ускорения роста завершилась в среднем на 3 ч 
позже, чем в контроле и составила 15 ч (рис. 1).  

 

 
 

Рис. 1. Накопление биомассы культуры штамма  
L. casei IMB B-7343 на питательной среде MRS  
с добавлением коллоидного раствора наноселена 
 

Fig. 1. Accumulation of L. casei strain IMB B-7343 biomass 
on MRS nutrient medium with colloidal solution  
of nanoselenium 

 
Ингибирующее действие раствора наноселе-

на в концентрации от 0,05 до 0,25 мг/л прояви-
лось как в фазу экспоненциального развития, так 
и в фазу замедления роста. Максимальное угне-
тение роста отмечали в варианте с концентра-
цией  наноселена 0,25 мг/л. Оптическая плот-
ность культуры составила 0,22, что на 29,4% 
меньше чем в контроле. В целом же можно от-
метить, что добавление в питательную среду 
наноселена в концентрации 0,2–0,25 мг/л спо-
собствовало сокращению длительности экспо-
ненциальной фазы в среднем на 3 ч (до 12 ч) и 
уменьшению накопления биомассы штамма 
L. casei IMB B-7343, оцениваемой по оптической 
плотности, на 15,0%. Фаза замедления роста во 
всех исследованных вариантах длилась в сред-
нем 3 ч. Однако присутствие в среде раствора 
наноселена в концентрации 0,05–0,25 мг/л спо-
собствовало снижению оптической плотности 
культуры в среднем на 15,7% к контролю. В ва-
рианте с добавлением к питательной среде для 
культивирования штамма L. casei IMB B-7343 
наноселена в концентрации 0,15 мг/л наблюдали 
короткую фазу экспоненциального развития, 
длившуюся в среднем 13 ч. Вместе с тем опти-
ческая плотность культуры увеличивалась к 28 ч 
культивирования, составила 0,86 оптических 
единиц и, таким образом, достигла значения 

контроля. При наблюдении роста штамма 
L. casei IMB B-7343 в стационарной фазе было 
отмечено, что в варианте с добавлением к пита-
тельной среде раствора наноселена в концен-
трации 0,15 мг/л оптическая плотность культуры 
увеличилась на 15,9%. В остальных вариантах 
опыта, т.е. при других концентрациях наноселе-
на в растворах, значимого влияния на оптиче-
скую плотность бактериальной биомассы L. casei 
IMB B-7343 отмечено не было. 

Анализ культивирования штамма L. plantarum 
IMB B-7344 в питательной среде MRS с добав-
лением наноселена позволил установить, что 
культура лактобактерий в фазе ускорения роста 
во всех вариантах развивалась синхронно в те-
чение 17 ч (рис. 2).  

 

 
 

Рис. 2. Накопление биомассы культуры штамма 
L. plantarum IMB B-7344 на питательной среде MRS  
с добавлением коллоидного раствора наноселена 
 

Fig. 2. Accumulation of L. plantarum strain  
IMB B-7344 biomass on MRS nutrient medium 
with colloidal solution of nanoselenium 

 
В фазе экспоненциального развития наблю-

далось ускорение роста культуры во всех опыт-
ных вариантах в среднем на 5 ч относительно 
контроля. При этом оптическая плотность куль-
туры штамма IMB B-7344, культивируемого в 
средах с добавлением коллоидного раствора 
наноселена в концентрациях 0,05–0,25 мг/л, от-
личалась незначительно и превосходила кон-
троль в 8,1 раз. Фаза замедления роста во всех 
экспериментальных образцах также наступала 
быстрее и длилась в среднем от 39 до 45 ч, в то 
время как в контроле ее наблюдали на 4 часа 
позже, то есть от 43 до 49 ч. Оптическая плот-
ность культуры, выращенной на питательных 
средах с добавлением наноселена во всех ис-
следованных концентрациях, достоверно не от-
личалась, составляла в среднем 1,49 единиц и 
на 13,8% превосходила контрольную. Достовер-
ного влияния на оптическую плотность бактери-
альной биомассы штамма L. plantarum IMB  
B-7344 в стационарной фазе в остальных вари-
антах опыта отмечено не было. 

При внесении в питательную среду MRS кол-
лоидного раствора наноселена в концентрации 
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0,05–0,25 мг/л у всех изученных штаммов лакто-
бактерий не наблюдалось значительных изме-
нений культурально-морфологических свойств и 
размеров клеток. Так же, как и в контрольных, в 
опытных вариантах в чашках Петри штамм 
L. casei IMB B-7343 образовывал белые блестя-
щие круглые колонии с ровным краем, гладкой 
поверхностью и выпуклым профилем, обладав-
шие однородной структурой и достигавшие в 
диаметре 1,5–1,7 мм (табл. 1). При прикоснове-
нии бактериальной петлей колония была мягкой, 
снималась с поверхности питательной среды 
полностью. 

Клетки в мазках как контрольном, так и в опыт-
ных вариантах представляли собой изогнутые еди-
ничные палочки или палочки, образующие цепочки 
разной длины (1,1–1,2 х 0,6–0,8 мкм) (табл. 2).  

Штамм L. plantarum IMB B-7344 как в опыт-
ных, так и контрольном вариантах формировал 
прозрачные, бесцветные круглые колонии с вол-
нистым краем. Структура точечных колоний 
струйчатая, профиль выпуклый, максимальный 
диаметр составлял до 1 мм (см. табл. 1). Отме-
чено, что при прикосновении петлей колонии су-
хие, хрупкие.  

Методом микроскопии установлено, что куль-
тура штамма L. plantarum IMB B-7344, выращен-
ная с добавлением в питательную среду колло-
идного раствора наноселена в концентрации 
0,05–0,25 мг/л, образовывала цепочки по 5–6 
клеток, в то время как в контроле наблюдали 
преимущественно одиночные и парные клетки. 
Размер клеток штамма L. plantarum IMB B-7344 в 

контрольном и опытных вариантах достоверно 
не различался и составлял 1,8–2,0 х 0,6–0,8 мкм 
(см. табл. 2).  

Известно, что различные соединения селена 
способны подавлять рост условно-патогенных 
бактерий. Так, 0,2%-й раствор наночастиц селе-
на подавляет рост P. aeruginosa и S. aureus, а 
элементарный селен – E. coli и S. aureus. Име-
ются данные о способности бактерий рода 
Lactobacillus, выращенных на питательных сре-
дах, содержащих селенометионин и селеноци-
стеин, эффективно подавлять рост патогенной 
E. coli; штаммов L. plantarum и L. johnsonii, вы-
ращенных на средах, содержащих наноселен и 
селенит натрия, подавлять рост Candida 
albicans, L. gasseri, S. enterica, K. pneumoniae, 
S. flexneri, P. vulgaris и S. epidermidis. Биогенный 
наноселен (наноселен, образованный лактобак-
териями при добавлении в среду селенита 
натрия) обладает антимикробными свойствами 
[27–31]. Также в литературе имеются данные, 
свидетельствующие о способности лактобакте-
рий подавлять рост фитопатогенных бактерий 
рода Xanthomonas [32].  

В результате проведенных исследований от-
мечено, что при добавлении в питательную сре-
ду MRS раствора наноселена в концентрации от 
0,05 до 0,25 мг/л наблюдалось увеличение анта-
гонистической активности штаммов лактобакте-
рий L. casei IMB B-7343 и L. plantarum IMB B-7344 
по отношению к фитопатогенной бактерии 
X. campestris В-4102 по сравнению с контроль-
ным вариантом (табл. 3).  

 
Таблица 1. Влияние коллоидного раствора наноселена на размер колоний бактерий штаммов  
L. casei IMB B-7343 и L. plantarum IMB B-7344 
Table 1. Influence of nanoselenium colloidal solution on the size  

of L. casei IMB B-7343 and L. plantarum IMB B-7344 strains colonies 
 

Вариант опыта 
Размер колонии, мм 

L. casei IMB B-7343 L. plantarum IMB B-7344 

MRS (контроль) 1,7±0,4 1,0±0,1 
MRS + 0,05 мг/л Seo 1,6±0,3 1,0±0,1 
MRS + 0,1 мг/л Seo 1,5±0,5 1,1±0,1 
MRS + 0,15 мг/л Seo 1,6±0,4 1,0±0,1 
MRS + 0,2 мг/л Seo 1,7±0,3 1,0±0,1 
MRS + 0,25 мг/л Seo 1,7±0,4 1,0±0,1 

 
 

Таблица 2. Влияние коллоидного раствора наноселена на размер клеток бактерий штаммов  

L. casei IMB B-7343 и L. plantarum IMB B-7344 
Table 2. Influence of nanoselenium colloidal solution on the cell size  
of L. casei IMB B-7343 and L. plantarum IMB B-7344 strains 
 

Вариант опыта 
Размер клеток, мкм 

L. casei IMB B-7343 L. plantarum IMB B-7344 

MRS (контроль) 1,1±0,5 х 0,6±0,2 1,9±0,3 х 0,7±0,1 
MRS + 0,05 мг/л Seo 1,2±0,4 х 0,8±0,3 1,8±0,2 х 0,6±0,1 
MRS + 0,1 мг/л Seo 1,1±0,5 х 0,7±0,3 1,9±0,4 х 0,7±0,1 
MRS + 0,15 мг/л Seo 1,0±0,5 х 0,6±0,4 1,9±0,3 х 0,7±0,1 
MRS + 0,2 мг/л Seo 1,1±0,4 х 0,7±0,3 2,0±0,2 х 0,8±0,1 
MRS + 0,25 мг/л Seo 1,1±0,4 х 0,6±0,2 1,9±0,2 х 0,6±0,1 
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Таблица 3. Антагонистическая активность штаммов  
L. casei IMB B-7343 и L. plantarum IMB B-7344 относительно X. cаmpestris В-4102 
Table 3. Antagonistic activity  

of L. casei IMB B-7343 and L. plantarum IMB B-7344 strains to X. campestris B-4102 
 

Варианты опыта 
Зоны подавления роста X. cаmpestris В-4102, мм 

L. casei IMB B-7343 L plantarum IMB B-7344 

MRS (контроль) 45,0±0,5 40,0±1,3 
MRS + 0,05 мг/л Seо 51,0±1,0 54,5±0,5 
MRS + 0,1 мг/л Seо 51,0±1,1 55,0±0,8 
MRS + 0,15 мг/л Seо 52,0±0,8 55,0±0,7 
MRS + 0,2 мг/л Seо 52,0±1,0 55,0±1,0 
MRS + 0,25 мг/л Seо 52,0±1,2 55,0±1,1 

 
Зона подавления роста бактерий штамма 

X. cаmpestris В-4102 при добавлении кол-
лоидного раствора наноселена в питательную 
среду MRS для штамма L. casei IMB B-7343 в 
опытных вариантах увеличилась на 6–7 мм, а 
L. plantarum IMB B-7344 – на 14,5–15 мм, что со-
ставляет 13,3–15,5 и 36–37,5% соответственно 
по сравнению с контролем. Достоверной разницы 

между концентрациями наноселена (0,05–0,25 мг/л) 
в питательной среде MRS и проявлением анта-
гонистической активности штамма L. casei IMB B-
7343 не отмечено. Наиболее высокая антагони-
стическая активность по отношению к 
X. cаmpestris В-4102 выявлена у штамма 
L. plantarum IMB B-7344 (рис. 3). 

 

  
  
a b 

 

Рис. 3. Антагонистическая активность L. casei IMB B-7343 (а) и L. plantarum IMB B-7344 (b) относительно  
X. campestris В-4102 

 

Fig. 3. Antagonistic activity of L. casei IMB B-7343 (a) and L. plantarum IMB B-7344 (b) 
to X. campestris B-4102 

 
ВЫВОДЫ 
Установлено, что максимальная задержка 

развития культуры штамма L. casei IMB B-7343 
происходила в варианте опыта с добавлением в 
среду MRS 0,25 мг/л коллоидного раствора 
наноселена, где фаза ускорения роста завер-
шилась в среднем на 3 ч позже чем в контроле и 
составила 15 ч. Добавление в питательную сре-
ду наноселена в концентрации 0,2–0,25 мг/л спо-
собствовало сокращению длительности экспо-
ненциальной фазы в среднем на 3 ч (до 12 ч) и 
уменьшению накопления биомассы штамма 
L. casei IMB B-7343, оцениваемой по оптической 
плотности,на 15,0%. Показано, что увеличение 
оптической плотности культуры штамма L. casei 

IMB B-7343 на 15,9% в стационарной фазе роста 
происходило в варианте с добавлением к пита-
тельной среде раствора наноселена в кон-
центрации 0,15 мг/л. 

Отмечено, что при культивировании штамма 
L. plantarum IMB B-7344 в питательной среде 
MRS с добавлением коллоидного раствора 
наноселена в концентрации 0,05–0,25 мг/л куль-
тура лактобактерий во всех вариантах в фазе 
ускорения роста развивалась синхронно в тече-
ние 17 ч. В фазу экспоненциального развития 
наблюдалось ускорение роста культуры во всех 
опытных вариантах с добавлением наноселена в 
среднем на 5 ч относительно контроля.  

Установлено, что при внесении в питательную 
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среду MRS коллоидного раствора наноселена в 
концентрации 0,05–0,25 мг/л у штаммов лактобак-
терий L. casei IMB B-7343 и L. plantarum IMB B-7344 
значительных изменений культурально-морфо-
логических свойств и размеров клеток не наблю-
далось. Исключение составила культура штамма 
L. plantarum IMB B-7344, выращенная с добавле-
нием в питательную среду коллоидного раствора 
наноселена в концентрации 0,05–0,25 мг/л, кото-
рая образовывала цепочки по 5–6 клеток, в то 
время как в контроле наблюдали преимуществен-
но одиночные и парные клетки. 

Отмечено, что при добавлении в пита-
тельную среду MRS раствора наноселена в кон-
центрации 0,05–0,25 мг/л наблюдалось увеличе-
ние антагонистической активности штаммов лак-
тобактерий L. casei IMB B-7343 и L. plantarum 
IMB B-7344 по отношению к фитопатогенной бак-

терии X. campestris В-4102, по сравнению с кон-
трольным вариантом. Наиболее высокая антаго-
нистическая активность по отношению к 
X. cаmpestris В-4102, выявлена у штамма 
L. plantarum IMB B-7344: зона подавления роста 
фитопатогена составила 14,5–15 мм. 

Таким образом, полученные в результате ис-
следований параметры культивирования лакто-
бактерий на среде MRS с добавлением коллоидно-
го раствора наноселена в изученных концентраци-
ях (0,05–0,25 мг/л) свидетельствуют, что штаммы 
L. casei IMB B-7343 и L. plantarum IMB B-7344 яв-
ляются технологичными и с учетом антагонистиче-
ской активности относительно X. campestris В-
4102, могут быть рекомендованы для разработки 
на их основе комплексного биопрепарата для за-
щиты растений от фитопатогенов. 
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Успехи и достижения научной школы академика 
АН Республики Башкортостан Д.Л. Рахманкулова 

в области прикладной и нефтепромысловой химии 
 

© Н.Н. Михайлова, А.В. Мамлиева, Г.А. Тептерева, 
С.Ю. Шавшукова, С.С. Злотский 

 

Уфимский государственный нефтяной технический университет, 
г. Уфа, Российская Федерация 

 

Резюме: В обзоре представлены достижения научной школы академика Академии наук Республики 
Башкортостан, профессора Уфимского нефтяного института (ныне УГНТУ) Д.Л. Рахманкулова в 
области прикладной и нефтепромысловой химии. Создав фундаментальную базу результатов 
теоретических и экспериментальных исследований строения, свойств и механизмов превращений 
замещенных циклических ацеталей и гетероаналогов, научная школа предложила использовать 
полученные результаты в различных отраслях народного хозяйства, в частности, в нефтепро-
мысловой химии. Анализ авторских свидетельств, полученных представителями научной школы с 
1970-х по 1990-е годы, связанных с разработкой реагентов класса циклических ацеталей, предна-
значенных для применения в нефтепромысловой химии, показал, что полученные реагенты могут 
эффективно применяться в качестве компонентов буровых растворов, ингибиторов сероводо-
родной коррозии нефтепромыслового оборудования, реагентов-бактерицидов, подавляющих рост 
сульфатвосстанавливающих бактерий. При этом эффективность их применения заметно пре-
вышала аналогичные показатели известных промышленных реагентов. Отмечено, что водные 
композиции, содержащие 1,3-диоксациклоалканы, хорошо растворяют и удерживают в объеме ча-
стицы смол и асфальтенов в виде микроэмульсий, что позволяет повысить нефтеотдачу пла-
стов и использовать циклические ацетали в качестве реагентов-растворителей асфальтосмо-
лопарафиновых отложений. Найдено, что применение циклических ацеталей, например 4,4-
диметил-1,3-диоксана, в составе буровых промывочных жидкостей позволяет значительно улуч-
шить их смазочные, противоизносные и антикоррозионные свойства. В качестве сырьевого ис-
точника для получения соединений класса циклических ацеталей часто использовали побочные 
продукты нефтехимических производств, что одновременно решало проблему их утилизации. 
Так, было найдено, что кубовый остаток промышленного производства 4,4-диметил-1,3-диоксана, 
содержащий оксиметил-1,3-диоксаны, может успешно применяться для растворения гипсово-
углеводородных отложений в нефтяных скважинах. Для расширения ассортимента реагентов, по-
давляющих рост сульфатвосстанавливающих бактерий, Д.Л. Рахманкуловым с сотрудниками было 
предложено использовать в качестве бактерицидов водные растворы 1,3-диоксациклоалканов. 
 

Ключевые слова: циклические ацетали, сульфатвосстанавливающие бактерии, асфальтомоло-
парафиновые вещества, нефтепромысловая химия, методы увеличения нефтеотдачи  
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(USPTU) D.L. Rakhmankulov in the field of applied and oilfield chemistry. Having achieved fundamental re-
sults during theoretical and experimental research into the structure, properties and mechanisms of trans-
formations of substituted cyclic acetals and heteroanalogues, D.L. Rakhmankulov and his colleagues pro-
posed to apply this knowledge in various sectors of the national economy, in particular, in the oilfield chemis-
try. An analysis of copyright certificates obtained by the researchers from the 1970s to the 1990s, which 
were related to the development of reagents of the class of cyclic acetals intended for use in the oilfield 
chemistry, showed that the obtained reagents can be effectively used as components of drilling fluids, inhibi-
tors of hydrogen sulphide corrosion of oilfield equipment, bactericidal reagents that inhibit the growth of sul-
phate-reducing bacteria. The efficiency of such reagents significantly exceeded that of well-known industrial 
reagents. It was noted that aqueous compositions containing 1,3-dioxacycloalkanes dissolve and keep in 
volume particles of resins and asphaltenes in the form of microemulsions, which makes it possible to in-
crease oil recovery and use cyclic acetals as reagents-solvents of asphalt-resin-paraffin deposits. It was 
found that the use of cyclic acetals, e.g. 4,4-dimethyl-1,3-dioxane, in the composition of drilling fluids can 
significantly improve their lubricating, antiwear and anticorrosive properties. By-products of petrochemical 
industries were often used as a raw material for the production of compounds of the class of cyclic acetals, 
which at the same time solved the problem of their recycling. It was found that the bottom residue of industri-
al production of 4,4-dimethyl-1,3-dioxane, containing oxymethyl-1,3-dioxanes, can be successfully used for 
dissolving gypsum hydrocarbon fuels deposited in oil wells. In order to expand the range of reagents that 
inhibit the growth of sulphate-reducing bacteria, D.L. Rakhmankulov and his colleagues proposed to use 
aqueous solutions of 1,3-dioxacycloalkanes as bactericides. 
 

Keywords: cyclic acetals, sulphate-reducing bacteria, asphalt-resin-paraffin substances, oilfield chemistry, 
enhanced oil recovery methods  
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ВВЕДЕНИЕ 
В Уфимском нефтяном институте – УНИ (с 

1993 г. Уфимский государственный нефтяной 
технический университет – УГНТУ) в 70-х гг. 
XX в. на кафедре общей химии профессором 
Д.Л. Рахманкуловым была создана научная шко-
ла в области органического синтеза, нефтехи-
мии, прикладной и нефтепромысловой химии. 
Основные работы Д.Л. Рахманкулова с сотруд-
никами были посвящены методам получения, 
строению, свойствам и областям эффективного 
применения замещенных 1,3-диоксациклоалка-
нов, их аналогов и производных [1, 2]. 

Результаты фундаментальных исследований 
в области синтеза, строения и превращений 
насыщенных гетероциклов рассмотрены в ряде 
обзоров, монографий и других работ

1, 2
 [3–10]. 

Продолжая обобщение и систематизацию 
деятельности научной школы Д.Л. Рахманкуло-
ва, мы приводим в настоящей статье основные 
результаты по применению циклических ацета-
лей в прикладной и нефтепромысловой химии. 

В 70-х гг. XX в. в отечественном топливно-
энергетичесмком комплексе остро встала про-

блема увеличения нефтеотдачи месторождений, 
эксплуатирующихся более 30-40 лет [11–13]. В 
первую очередь это касалось нефтяных районов 
Волго-Уральского региона (Республики Татар-
стан и Башкортостан, Самарская, Оренбургская, 
Пермская области и др.) [14–16]. 

Известные и широко используемые методы 
увеличения нефтеотдачи (МУН) включали при-
менение многокомпонентных водных составов 
для обработки (промывки) призабойных зон с 
целью разрушения гипсо-углеводородных отло-
жений и, как следствие, увеличения проницае-
мости пластов. В качестве основных компонен-
тов промывочных жидкостей использовались 
минеральные и органические кислоты, ингибито-
ры коррозии, поверхностно-активные вещества 
(ПАВ) и др.

3
 [17].  

В научной школе проф. Д.Л. Рахманкулова в 
Уфимском государственном нефтяном техниче-
ском университете начиная с 1970-х гг. были де-
тально исследованы методы получения, строение 
и свойства широкого круга замещенных 1,3-диокса-
циклоалканов (алкил-, арил-, алкенил-, хлорметил-, 
оксиметилпроизводные и др.) [18–22]. Исходя из 

   

1
Рахманкулов Д.Л., Зорин В.В., Мусавиров Р.С., Латыпова Ф.Н., Сираева И.Н. Методы синтеза 1,3-

дигетероаналогов циклоалканов: учеб. пособие. Уфа: Реактив, 1998. 254 с. 
2
Кульневич В.Г., Калашников В.Г.. Косулина Т.П.. Ненько Н.И., Смоляков В.П., Рахманкулов Д.Л.  

[и др.]. Новые направления в химии циклических ацеталей: учеб. пособие. Серия: Панорама совре-
менной химии России. Уфа: Реактив, 2002. 177 с. 
3
Банникова О.Ю. Совершенствование технологии приготовления и применения буровых растворов 

на основе сухих полимерных смесей: дис. ... канд. техн. наук: 25.00.15. Бугульма, 2015. 210 с. 
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этих результатов, проф. Д.Л. Рахманкулов сов-
местно с сотрудниками УГНТУ, специалистами  
в области добычи нефти В.И. Мархасиным,  
Б.И. Мастобаевым, С.Г. Конесевым и другими 
изучили и обосновали применение в качестве 
добавок-присадок к водным составам некоторых 
циклических ацеталей и их производных.  

Д.Л. Рахманкулов с сотрудниками нашли, что 
растворитель для очистки призабойной зоны 
терригенных пластов в газовых скважинах, кото-
рый представлял собой 1–5%-й водный раствор 
4,4-диметил-1,3-диоксана (ДМД), способен эф-
фективно удалять фильтрат глинистого раствора 
[23]. Было установлено, что положительный эф-
фект достигался за счет отсутствия у ДМД пено-
образующей способности и склонности к образо-
ванию стойкой эмульсии. Этим ДМД выгодно от-
личался от широко применяемых в то время ПАВ 
– смеси оксиэтилированных алкилфенолов. Луч-
шие результаты были получены при использова-
нии 3%-го водного раствора ДМД, который в  
2–2,5 раза эффективнее удалял фильтрат гли-
нистого раствора по сравнению с аналогичным 
раствором ОП-10. 

Для повышения эффективности вытеснения 
нефти из пласта необходимо разрушать асфаль-
тосмолопарафиновые вещества (АСПО) которые 
осаждаются на поверхности металла и забивают 
межтрубное пространство [24].  

Д.Л. Рахманкулов с сотрудниками показали, 
что водные композиции, содержащие ДМД (кон-
центрация 25–40% об.) хорошо растворяют и 
удерживают в объеме в виде микроэмульсий 
частицы смол и асфальтенов. Это позволило по-
высить коэффициент извлечения нефти в 1,5–2 раза 
для терригенных и карбонатных коллекторов [25].  

Известно, что АСПО накапливаются в приза-
бойных зонах водонагнетательных скважин, что 
затрудняет процессы обводнения и приводит к 
снижению нефтеотдачи [26, 27]. Было установ-
лено, что удаление АСПО водным раствором 
ДМД (концентрация 1–5%) в ряде случаев улуч-
шало приемистость водонагнетательных сква-
жин. Максимальный эффект достигался при по-
следовательной обработке ствола скважины чи-
стым ДМД с последующим закачиванием 5%-го 
водного раствор ДМД [28]. В лабораторных экс-
периментах было доказано, что ДМД в этих 
условиях проникал в нефть и снижал ее вяз-
кость. Под действием ДМД высокомолекулярные 
парафины и асфальтены растворялись за 2–3 ч, 
тогда как при использовании керосина для до-
стижения аналогичного эффекта требовалось 
более 200 ч

4
.  

Был предложен состав для удаления АСПО, ос-

новными компонентами которого являлись диаце-
тат этиленгликоля, диэтилформаль и 1,3-диоксолан. 
При его применении достигалась степень растворе-
ния АСПО более 85%, тогда как в этих условиях 
смесь керосина и CCl4 обеспечивала степень рас-
творения АСПО на 50% [29]. Предложенный состав 
не содержал четыреххлористый углерод, выделя-
ющий свободный хлор и хлористый водород, благо-
даря чему не происходило интенсивной коррозии 
технологического оборудования и загрязнения 
окружающей среды. 

Эффективной оказалась замена CCl4 в извест-
ной композиции (керосин, 80% : CCl4, 20%) на раз-
личные производные 1,3-диоксана [30]. Использо-
вание этих реагентов обеспечивало степень рас-
творения АСПО более 70%, тогда как у прототипа 
она не превышала 50%. 

На базе дешевого пиперилена Д.Л. Рахманкуло-
вым с сотрудниками была получена смесь алкенил-
1,3-диоксанов, которая на 94% разрушала АСПО. 
Промышленный реагент – смесь керосина и ацето-
на (65:35), в этих условиях в 3 раза менее активен. 
Дополнительными преимуществами алкенил-1,3-
диоксанов являются низкие летучесть и взрыво-
опасность [31].  

С целью расширения ассортимента реагентов, 
способных эффективно растворять АСПО, были 
рассмотрены и другие классы органических ве-
ществ. Так, побочный продукт производства изо-
прена из ДМД – 4-метил-5,6-дигидро[2Н]пиран, так-
же оказался хорошим растворителем АСПО. Было 
показано, что его применение приводит к разруше-
нию АСПО и он имеет ряд преимуществ перед ком-
позицией керосин–ацетон [32]. 

Промышленные бис-амины также оказались 
способны на 75–85% растворять АСПО. Лучшие 
результаты были получены при использовании 
тетраметил- и тетраэтил-бис-аминов [33]. 

В работах Д.Л. Рахманкулова и его коллег, 
посвященных квалифицированному использова-
нию побочных продуктов нефтехимии, отмеча-
лось, что растворители, содержащие полихлор-
алканы и 1,3-диоксаны способны растворять 
АСПО на 85–90% за 1 ч. Однако образование 
HCl и увеличение скорости коррозии не позво-
ляют рассматривать их в качестве промышлен-
ных реагентов [34, 35]. 

В процессах бурения для промывки и про-
дувки скважин применяются многокомпонентные 
растворы и газообразные смеси

5
. Было предло-

жено в качестве добавок в буровые растворы 
использовать некоторые циклические ацетали. 
Для промывки скважин в условиях сероводород-
ной коррозии была доказана эффективность ис-
пользования 4-фенил-1,3-диоксана (ФД) в диа-

   

4
Пешкин О.В. Экспериментальное обоснование применения ацеталей для увеличения приемистости 

водонагнетательных скважин разрезающих рядов: дис. ... канд. техн. наук. Уфа, 1983. 
5
Рыбальченко Ю.М. Разработка промывочной жидкости для бурения разведочных скважин в ослож-

ненных условиях: дис. ... канд. техн. наук: 25.00.14. Москва, 2009. 149 с. 
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пазоне концентраций 0,05–0,10% масс. Было 
установлено, что при использовании ФД по 
сравнению с известными присадками скорость 
разрушения стали в условиях сероводородной 
коррозии снижалась в 2–2,5 раза [36]. 

Применение 4-метил-4-фенил-1,3-диоксана 
(МФД), усиливало смазочные и противоизносные 
свойства бурового раствора [37]. При этом анти-
коррозионные свойства промывочных жидкостей, 
содержащих МФД в концентрации от 0,1 до 0,4%, 
на 80–90% выше, чем с добавкой ФД. 

Было показано, что при использовании в каче-
стве добавки ДМД в концентрации 0,8–1,2% об. 
улучшались смазочные и противоизносные 
свойства промывочных жидкостей при одновре-
менном повышении антикоррозионных свойств 
[38]. Доказано повышение степени защиты ме-
таллов и оборудования от сероводородной кор-
розии на 90% по сравнению с традиционным 
ПАВ – ОП-10. 

Д.Л. Рахманкулов с сотрудниками нашли, что 
кубовый остаток промышленного производства 
ДМД, содержащий оксиметил-1,3-диоксаны, мо-
жет успешно применяться в качестве стимулято-

ра растворения гипсово-углеводородных отло-
жений [39]. Использование реагента, представ-
ляющего собой 8%-й водный HCl с добавкой 
0,25–0,3% кубового остатка, повышало скорость 
растворения гипсово-углеводородных отложений 
в 3 раза (с 3,2 г/мин до 9,0 г/мин) и обеспечивало 
защиту от коррозии на 90–95%. 

Из приведенных данных следует, что поло-
жительный эффект в нефтепромысловой химии 
достигается при использовании водных и водно-
органических растворов, содержащих цикличе-
ские ацетали. В этой связи Д.Л. Рахманкуловым 
было проведено комплексное изучение кислот-
ного гидролиза циклических ацеталей. Наиболее 
важные результаты в этой области были полу-
чены ведущим сотрудником научной школы 
профессором Е.А. Кантором. Им было установ-
лено, что лимитирующей стадией кислотного 
гидролиза 1,3-диоксацикланов является гетеро-
литическй разрыв С(2)-О углерод-кислородной 
связи. Равновесие между циклическими ацета-
лями и гликолями зависит от температуры, кис-
лотности среды и заместителей в цикле 
[7, 19, 22, 40, 41]. 
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Растворенный сероводород и меркаптаны 

разлагают 1,3-диоксациклоалканы до гликолей и 
линейных тиоацеталей. При этом расщепление 

цикла также является стадией, определяющей 
скорость процесса. 

 

O O

H
+

O OH
+

медленно

O
CH2

OH

RSH

O

CH2SR

OH

 
 
Одним из наиболее активных реагентов яв-

ляется 4,4-диметил-1,3-диоксан, поскольку рас-
пад его протонированной формы может сопро-

вождаться образованием третичного карбкатио-
на, способного участвовать в процессе образо-
вания дигидропиранов. 
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Приведенные реакции являются ответствен-
ными за присутствие в кислых водных растворах 
циклических ацеталей спиртов и непредельных 
соединений. Последние способны на поверхно-
сти металлов образовывать защитные пленки. 
Органические гидроксилсодержащие соединения 
обладают поверхностно-активными свойствами 
и снижают пенообразование. Этим объясняется 
эффективность применения циклических ацета-
лей в нефтепромысловой химии. 

В процессах бурения скважин и заводнения 
нефтяных пластов происходит внесение в пласт 
микроорганизмов различных физиологических 
групп, в частности сульфатвосстанавливающих 
бактерий (СВБ), продуцирующих в результате 
своей деятельности сероводород [42]. Их нали-
чие вызывает большие проблемы при разработ-
ке нефтяных месторождений. С целью расшире-
ния ассортимента реагентов, подавляющих рост 
сульфатвосстанавливающих бактерий Д.Л. Рах-
манкулов с сотрудниками предложили в качестве 
бактерицида водный раствор пропиламиноэта-
нола в концентрации 0,05–0,1% масс. При его 
использовании происходило 100%-е подавление 
роста СВБ, тогда как известный реагент акроле-
ин в этих же условиях подавлял рост лишь на 
63% [43]. Исследования показали, что для по-
давления жизнедеятельности сульфатвосста-
навливающих бактерий было целесообразно ис-
пользовать ДМД, который при концентрации 
0,01% позволял достигать 80%-й степени подав-
ления роста СВБ [44]. 

Побочный продукт расщепления ДМД в изо-
прен – 4-метил-5,6-дигидропиран (МДГП), также 

оказался хорошим реагентом для подавления 
роста СВБ [45]. При минимальной концентрации 
0,001 г/л он подавлял рост сульфатвосстанавли-
вающих бактерий на 78%. 

Среди аналогов циклических ацеталей 
Д.Л. Рахманкуловым с сотрудниками бы- 
ли найдены вещества класса замещенных  
1,3-оксазоциклоалканов, обладающие высоки-
ми бактерицидными свойствами [36]. Практиче-
ски полное подавление роста СВБ достигалось  
при концентрации замещенных 1,3-оксазоцикланов  
50–500 мг/л в воде, закачиваемой в пласт. Кроме 
того, эти реагенты и МДГП предотвращали серово-
дородную и микробиологическую коррозию, что 
позволяло в 2–3 раза сократить частоту аварийных 
ситуаций при эксплуатации нефтепромыслового 
оборудования. 

3-Циклогексил-5-хлорметил-1,3-оксазолидин 
показал 100%-ю степень подавления СВБ при 
концентрации 0,1% масс., тогда как при исполь-
зовании прототипа – 2,4-дихлорфенола, степень 
подавления не превышала 56% [47]. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Из приведенных данных следует, что заме-

щенные 1,3-дигетероциклоалканы благодаря 
способности хорошо совмещаться с водно-
органическими средами и растворять смолы и 
нефтеполимеры представляют большой интерес 
в качестве реагентов и компонентов в нефте-
промысловой химии. Соединения этого ряда 
способны подавлять рост СВБ, что дополни-
тельно определяет их преимущества по сравне-
нию с известными материалами. 
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Синтез и изучение свойств алкилфосфатов 
как поверхностно-активных компонентов 

щелочно-ПАВ-полимерного состава 
для повышения нефтеотдачи пласта 
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Резюме: Одним из способов повышения нефтеотдачи пласта является химическое заводнение 
(СEOR) составами, содержащими щелочные компоненты, поверхностно-активные вещества (ПАВ) 
и полимеры (ASP-технология). Разработка и синтез новых высокоэффективных промышленных по-
верхностно-активных веществ позволяют вывести данную технологию на новый уровень и опти-
мизировать составы химических реагентов с учетом требований, диктуемых пластовыми услови-
ями месторождений Западной Сибири. Одним из видов ПАВ, которые возможно использовать в ASP-
технологии, являются алкилфосфаты различного строения. Целью данной работы являлся синтез 
и изучение свойств коммерческих (полупромышленных) образцов алкилфосфатов и алкоксилирован-
ных алкилфосфатов смешенного состава, отвечающих требованиям эффективного компонента 
ПАВ состава ASP-заводнения. Синтез осуществлялся из промышленных образцов жирных спиртов 
реакцией фосфатирования пятиокисью фосфора. При целевом проектировании исходного сырья 
(изменения структуры, молекулярно-массового распределения в спиртах) и условий процесса синте-
за возможно получить смесь моно- и дизамещенных эфиров фосфорной кислоты определенного со-
отношения, обеспечивающую (без добавки со-ПАВ) получение многокомпонентной эффективной 
композиции ПАВ для ASP-состава. В ходе работы были синтезированы три эффективных смесовых 
образца алкилфосфатов и алкоксилированных алкилфосфатов. Методом масс-спектрометрии вы-
сокого разрешения, ИК-спектроскопии и потенциометрического титрования установлен состав 
синтезированных фосфорных эфиров. При температуре пласта полученные образцы обеспечивают 
достаточную растворимость в нефтевытесняющем водном растворе при технологически необхо-
димом интервале минерализации, совместимость с другими компонентами, низкие значения меж-
фазного натяжения (IFT) на границе с нефтью месторождений Западной Сибири, формирование до-
статочного объема эмульсионной фазы в фазовом эксперименте. Данные первичного лабораторно-
го исследования доказывают эффективность синтезированных ПАВ для использования их в химиче-
ских методах увеличения нефтеотдачи пласта – ASP-технологиях, на месторождениях Западной 
Сибири. 
 

Ключевые слова: поверхностно-активное вещество, алкилфосфат, алкоксилированный алкил-
фосфат, щелочно-ПАВ-полимерное заводнение  
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Abstract: Chemical flooding is a technique of enhanced oil recovery (CEOR) using formulations containing 
alkaline components, surfactants and polymers (ASP technology). The development and synthesis of novel 
highly efficient industrial surfactants take this technology to a new level, allowing the chemical composition of 
reagents to be tailored to the reservoir conditions of fields in Western Siberia. Alkyl phosphates with various 
structures are one type of the surfactants that can be used in ASP technology. This work aimed to synthe-
size and examine the properties of commercial (semi-industrial) alkyl phosphates and alkoxylated alkyl 
phosphates of mixed composition that meet the requirements of an efficient surfactant component of an 
ASP-flooding formulation. The synthesis was carried out using industrial fatty alcohols by the phosphating 
reaction with phosphorus pentoxide. A mixture of mono- and disubstituted phosphoric acid esters of a de-
fined ratio can be obtained by target tailoring of the feedstock properties (structural changes, molecular 
weight distribution in alcohols) and the synthesis conditions. This mixture, requiring no addition of co-
surfactants, is an effective multi-component surfactant for an ASP-system. In this work, three effective alkyl 
phosphates and alkoxylated alkyl phosphates blends were synthesized. The composition of the synthesized 
phosphoric esters was evaluated by high-resolution mass spectrometry (HRMS), infrared (IR) spectroscopy 
and potentiometric titration. At reservoir temperature, the obtained samples provided sufficient solubility in an 
oil-displacing aqueous solution in the technologically required salinity interval, compatibility with other com-
ponents, low interfacial tension (IFT) values at the interface between ASP solution and oil from Western Si-
beria fields, and the formation of the sufficient volume of the emulsion phase in a phase experiment. The 
primary laboratory research data proved the efficiency of the synthesized surfactants in ASP technology in 
the fields of Western Siberia. 
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ВВЕДЕНИЕ 
При получении коммерческих поверхностно-

активных веществ (ПАВ) стадии очистки и выде-
ления отдельных компонентов представлены 
ограниченно, поэтому такие образцы представ-
ляют собой, как правило, смесь большого коли-
чества веществ, в том числе гомологов. Возни-
кает необходимость регулирования у промыш-
ленных ПАВ содержания компонентов как спосо-
ба управления его эффективностью в отдельных 
областях использования, например, повышение 

нефтеотдачи пласта, вытеснение нефти. 
Одним из способов повышения нефтеотдачи 

пласта является химическое заводнение соста-
вами, содержащими щелочные компоненты, ПАВ 
и полимеры – ASP-технологии (или бесщелоч-
ные составы – SP-технологии) [1, 2]. Состав за-
качиваемой при химическом заводнении водной 
фазы содержит ПАВ, со-ПАВ, сорастворитель, 
щелочной агент, полимер, электролиты [3].  

Существует широкий спектр ПАВ (АПАВ, 
КПАВ, НПАВ), имеющих потенциал к использо-
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ванию в составе ASP- и SP-технологий [4]. Как 
указано в обзоре [5], в современных комбиниро-
ванных составах химического заводнения на ме-
сторождениях наиболее часто используют раз-
личного строения АПАВ класса сульфатов, 
сульфонатов, карбоксилатов и НПАВ класса 
жирных спиртов и аминов. 

Разработка и синтез высокоэффективных но-
вых промышленных ПАВ и совершенствование 
алгоритмов экспериментальных исследований 
позволяют вывести технологию химического за-
воднения (Chemical Enhanced Oil Recovery – 
СEOR) на новый уровень, оптимизировать со-
ставы химических реагентов с учетом требова-
ний, диктуемых пластовыми условиями реаль-
ных месторождений [6, 7]. Одно из требований 
разработки составов СEOR для месторождений 
Западной Сибири – эффективное действие в 
условиях высоких температур (80–90 ºС). 

Одним из видов ПАВ, которые возможно ис-
пользовать в указанных технологиях, являются 
алкилфосфаты различного строения. Результа-
ты исследований свойств лабораторных образ-
цов и перспективность применения ПАВ класса 
фосфорных эфиров в составах, используемых 
для увеличения нефтеотдачи пластов, приведе-
ны в статьях [8, 9] и патенте [10]. Для подбора 
эффективного состава ASP-заводнения (Alkaline 
Surfactunt Polymer flood) необходимо регулиро-
вать следующие свойства алкилфосфатов: сов-
местимость с компонентами пластовых вод и 
ASP-состава, солюбилизирующую способность, 
эффективность снижения межфазного натяже-
ния на границе раздела водная фаза – нефть, 
создание устойчивой маловязкой третьей фазы 
(Winsor III – WIII) [11, 12]. Имеющиеся образцы 
коммерческих ПАВ класса алкилфосфатов в 
большинстве случаев не отвечают требованиям 
СEOR. 

Целью данной работы являлся синтез ком-
мерческих образцов алкоксилированных алкил-
фосфатов смешенного состава, отвечающих 
требованиям эффективного компонента ПАВ 
состава ASP-заводнения месторождений Запад-
ной Сибири. 

Для реализации данной цели были постав-
лены следующие задачи: 

– синтез ПАВ с регулировкой состав исходно-
го сырья и параметров синтеза для получения 
продуктов, отвечающих требованиям эффектив-
ного компонента состава ASP-заводнения; 

– исследование состава синтезированных 
ПАВ методами масс-спектрометрии высокого 
разрешения, ИК-спектроскопии, потенциометри-
ческого титрования;  

– исследование свойств синтезированных 
ПАВ на соответствие показателей эффективных 
компонентов для химического заводнения ASP-
технологии: изучение оптическими методами 
растворов синтезированных ПАВ при технологи-

чески необходимой температуре и минерализа-
ции; исследование поверхностной активности 
синтезированных ПАВ путем измерения меж-
фазного натяжения на границе водного раствора 
с нефтью (метод вращающейся капли) и фазово-
го поведения системы нефть – водный раствор 
ПАВ (фазовый эксперимент). 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Исходным сырьем для синтеза ПАВ  

являлись: спирты СnH2n+1OH (n = 9–18) произ-
водства компании «Sasol Germany GmbH»  
(Германия), алкоксилированные спирты 
СnH2n+1(C2H4O)mCH2CH2OH (n = 9–18; m = 0–14) 
производства ООО «Завод синтанолов» (ГК 
«НОРКЕМ», Россия), оксид фосфора (V) произ-
водства ТОО «Казфосфат» (Казахстан). 

Синтез осуществляли по методике, представ-
ленной в работе [13], в реакторе объемом 3 л при 
интенсивности перемешивания 200–250 об./мин в 
течение 1–5 ч. Масса загрузочной смеси – 1,0 кг. 
Температурный режим поддерживался в диапа-
зоне 50–100 ºС; перед началом добавления пяти-
окиси фосфора включали охлаждение для под-
держания заданной температуры реакционной 
смеси. При синтезе мольное соотношение компо-
нентов – спирт (спирты) : Р2О5 : вода – варьирова-
лось: (2–6) : (0-1) : (0–2). Полученную смесь про-
дуктов не разделяли.  

Для приготовления модельной воды с задан-
ной минерализацией использовали натрий хлори-
стый (х.ч., ГОСТ 4233-77), натрий углекислый (б/в, 
ч.д.а., ГОСТ 83-79), для получения прозрачных 
водных растворов ПАВ в заданном интервале ми-
нерализации использовался сорастворитель – 
изобутиловый спирт (ИБС) (ч.д.а., ГОСТ 6016-77). 
Для получения состава ASP использовали поли-
мер марки FLOPAAM 3230 производства компании 
SNF (Франция), представляющий собой сополимер 
акриламида и акрилата с молекулярной массой  
5–8 МДа, проявляющий устойчивость при высоких 
температурах (70–85 ºС) и общей минерализации 
(TDS) до 35 г/л; степень гидролиза – 30 мольн.%. 

Состав синтезированных ПАВ можно иссле-
довать методом масс-спектрометрии высокого 
разрешения [14]. Данные исследования прово-
дили на квадруполь-времяпролетном масс-
спектрометре Agilent 6545 Q-TOF LC/MS (США). 
Для установления состава был проведен масс-
спектрометрический анализ растворов образцов 
ФЭ (1,2 мг/мл) в водном растворе метилового 
спирта (50:50 % об.) без хроматографического 
разделения компонентов на колонке. В источник 
ионизации вводили 5 мкл раствора ПАВ. По-
движная фаза – аммонийно-ацетатный буфер с 
рН = 5,5. 

Результаты синтеза алкилфосфатов под-
тверждали методом ИК-спектроскопии на ИК-
Фурье спектрометре Cary 630 FTIR (США). 

Состав синтезированных фосфорных эфиров 
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уточняли методом потенциометрического титро-
вания [15, 16] с использованием автоматическо-
го потенциометрического титратора марки Aкви-
лон АТП-02 (Россия). 

В соответствии с методикой [12] 50 мл рас-
твора с навеской синтезированного образца в 
кислой форме массой 0,4–0,5 г титровали 0,1 М 
раствором гидроксида натрия. После определе-
ния второй точки перегиба титрование прерыва-
ли и добавляли раствор хлорида кальция для 
снижения pH, далее титрование возобновляли 
до определения третьей точки перегиба. Данные 
потенциометрического титрования (три точки 
эквивалентности) позволяют соотнести количе-
ство моно- и диэфиров, остаточной фосфорной 
кислоты в образце, используя формулы, пред-
ставленные в работе [12]. Растворимость ПАВ 
интерпретировали по оптической плотности вод-
ных растворов, измеренной на приборе УФ-ВИД 
спектрофотометр Agilent 8453 (США). 

Для определения области наибольшей эф-
фективности синтезированного ПАВ проводили 
фазовый эксперимент и измеряли межфазное 
натяжение на границе водный раствор ПАВ – 
нефть. Фазовый эксперимент проводили по об-
щепринятой методике в области подбора ASP-
композиции [17, 18]. Равные объемы нефти и 
водного раствора ПАВ с различной минерализа-
цией, нагретые до заданной температуры 
(83 ºС), помещали в пробирки, герметизировали 
и интенсивно встряхивали. Данные системы 
термостатировали в течение заданного периода 
времени в статичном режиме с периодической 
фиксацией объемов эмульсионной, водной и ор-
ганической фаз. Оптимальные значения мине-
рализации водного раствора (оптимум солено-
сти) определяли по наличию в системе симмет-
рично расположенного WIII [19]. Данное фазовое 
поведение соответствует области максимальной 
эффективности ПАВ в составе ASP. 

Определение межфазного натяжения на гра-
нице раствор ПАВ – нефть проводили на тен-
зиометре KRÜSS Spinning Drop Tensiometer – 
SITE 100 (Германия) методом вращающейся 
капли при температуре эксперимента 83 ºС. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Алкилфосфаты относятся к анионактивным 

ПАВ, применяемым в разнообразных промыш-
ленных технологиях как моющие, смачивающие, 
ингибирующие компоненты. В данной работе 
ставилась цель синтеза и соотнесения состава 
ПАВ класса алкилфосфатов и алкоксилирован-
ных алкилфосфатов с эффективностью его ис-
пользования в составах ASP-заводнения на ме-
сторождениях Западной Сибири.  

Критерии эффективности ПАВ для СEOR по 
технологии ASP-заводнения [5]:  

1) растворимость ПАВ в щелочном водном 

растворе ПАВ при добавке сорастворителя 
(ИБС) в технологически интересуемом интерва-
ле минерализации при 60 ºС). Критерий – обра-
зование истинного прозрачного раствора или 
коллоидного раствора с устойчивой мелкодис-
персной фазой (значения оптической плотности 
до 0,5) [3, 20]; 

2) при смешении нефти и раствора ПАВ в 
рамках фазового эксперимента должна форми-
роваться симметричная трехфазная система – 
нефть–эмульсия–водный раствор (WIII); 

3) межфазное натяжение на границе раздела 
фаз вода–нефть должно быть ультранизким 
(IFT < 1·10

-2 
мН/м).  

Промышленные образцы алкилфосфатов 
российского производства, представленные на 
рынке, не соответствуют требованиям, предъяв-
ляемым к компонентам ПАВ для эффективных 
композиций АSP, планируемых к использованию 
на месторождениях Западной Сибири. 

Современные исследования показывают, что 
эффективными для CEOR являются композиции 
из двух и более ПАВ [2, 9], различающиеся по 
размерам и структуре молекул, но совместимые 
в поверхностном слое и формирующие мицеллы 
смешанного типа, за счет чего дающие синерге-
тический эффект [21, 22]. При синтезе поверх-
ностно активных веществ класса алкилфосфатов 
преимущественно получается смесь моно- и ди-
замещенных эфиров фосфорной кислоты 
(рис. 1), что позволяет при целевом проектиро-
вании исходного сырья и условий процесса по-
лучить сразу многокомпонентную эффективную 
композицию ПАВ для АSP-состава. 

Для получения эффективного состава про-
мышленного образца алкилфосфатов необходи-
мо регулировать строение гидрофобной части – 
углеводородного радикала, что достигается пу-
тем изменения структуры, молекулярно-массо-
вого распределения в исходных спиртах, в том 
числе использование алкоксилированных спир-
тов, и варьирования соотношения моно- и ди-
эфиров в продуктах реакции.  

В данной работе проведен синтез двадцати 
алкилфосфатов и алкоксилированных алкил-
фосфатов, отличающихся составом и структурой 
компонентов. Исследования синтезированных 
образцов ПАВ показали, что три из них (ФЭ-1, 
ФЭ-2, ФЭ-3) отвечают требованиям, предъявля-
емым к компонентам состава АSP.  

Для синтеза ПАВ класса фосфорных эфиров 
были использованы спирты RОH с различной го-
мологической линейкой С9-С18, алкоксилированные 
спирты RO(CH2CH2O)mCH2CH2ОH (m = 0–14). 
Мольное соотношение компонентов при синтезе 
ФЭ-1: спирт RОH – RO(CH2CH2O)mCH2CH2ОH 
(R = С9-С18; m = 0–5) / Р2О5 / вода 3 : 1 : 0. Тем-
пературный режим поддерживался в интервале 
50–60 ºС,   время   синтеза – 5 ч,  масса   исходной 
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Рис. 1. Схема синтеза фосфорных эфиров: 1 – спирт; 2 – моноэфир фосфорной кислоты; 
3 – диэфир фосфорной кислоты 

 

Fig. 1. Scheme of phosphoric esters synthesis: 1 – alcohol; 2 – phosphoric acid monoester; 
3 – phosphoric acid diester 

 
смеси – 1 кг. Мольное соотношение компонентов 
при синтезе ФЭ-2: спирт RОH (R = С9-С15) – 
RO(CH2CH2O)mCH2CH2ОH, (R = С9-С15; m = 0–14) / 
Р2О5 / вода 3,5 : 1 : 0,5. Температура – в интервале 
60–80 ºС, время синтеза – 6 ч, масса исходной 
смеси – 1 кг. Мольное соотношение компонентов 
при синтезе ФЭ-3: спирт RОH (R = С9-С18 m = 0) / 
Р2О5 / вода 4 : 1 : 0. Температура –60–80 ºС, время 
синтеза – 4,5 ч, масса исходной смеси – 1 кг. 

Исходные жирные спирты различного соста-
ва с углеводородным радикалом в интервале  
С9-С18, являясь промышленным продуктом 
нефтехимического синтеза, представляют собой 
смесь гомологов с определенным молекулярно-
массовым распределением. Часть исходных 
спиртов проходит стадию алкоксилирования (ок-
сиэтилирования) с последующим фосфатирова-
нием Р2О5 по реакции [23], представленной на 
рис. 1, с получением промышленного образца 
ПАВ, содержащего в определенном соотноше-
нии моно- и диэфиры фосфорной кислоты, а 
также остаточную фосфорную кислоту. Режим 
проведения процесса и состав исходного сырья 
позволяют регулировать свойства продукта. По-
лученную кислую смесь при необходимости 
можно нейтрализовать щелочью, NH3 или моно-, 
ди- или триэтаноламином [7]. При повышении рН 
водного раствора синтезированных продуктов 
увеличивается доля анионной формы и растет 
гидрофильно-липофильный баланс (ГЛБ) комби-
нированного ПАВ. 

Результаты синтеза алкилфосфатов под-
тверждали методом ИК-спектроскопии. В ИК-
спектрах всех образцов (ФЭ-1, ФЭ-2, ФЭ-3) были 
обнаружены характерные полосы поглощения 
группой P=O в интервале 1250–1200 см

-1
 и коле-

бания, связанные с группой P–O–C, в интервале 
1100–1000 см

-1
, что свидетельствует о получе-

нии продуктов класса фосфорных эфиров. 
Авторами работы [15] при синтезе фосфорных 

эфиров из спирта октанол-1 при мольном отноше-
нии жирный спирт / Р2О5 / вода – 2 : 1 : 1 были по-

лучены моноэфир и диэфир (80 и 20% соответ-
ственно). Для более длинноцепочечного спирта 
(октадеканол-1) образование диэфира не наблю-
далось, моноэфир составлял 100%. В работе [22] 
отмечается, что температура плавления для спир-
та С8 находится в интервале 20–30 ºС, а для С18 – 
от 60 до 70 ºС. 

В работе [16] показано, что доля моно- и ди-
эфиров фосфорной кислоты зависит от степени 
оксиэтилирования и длины углеводородного 
хвоста: чем длиннее углеводородная часть мо-
лекулы спирта и чем выше в ней число окси-
этильных звеньев, тем ниже доля диэфиров в 
продуктах реакции. Предполагается, что данный 
эффект может быть связан со стерическими 
ограничениями. При этом чем длиннее углево-
дородный хвост, тем менее чувствительна реак-
ция к числу оксиэтильных групп. Содержание 
образующихся моно- и диалкилфосфатов зави-
сит также от молярного соотношения спирта и 
фосфорилирующего агента. Так, при соотноше-
нии спирт : Р2О5 = 1:4 образуются премуще-
ственно моноалкилфосфаты. 

Доля образующихся моно- и диэфиров и сво-
бодной фосфорной кислоты в составе продуктов 
синтеза алкилфосфорных эфиров определяется 
потенциометрическим титрованием [12, 22, 23]. 
Кривые потенциометрического титрования об-
разца ФЭ-3 приведены на рис. 2. Следует отме-
тить, что данный метод позволяет оценить толь-
ко соотношение моно-, диэфиров и свободной 
остаточной кислоты (в кислой форме ПАВ). 
Остаточное содержание НПАВ не определяется. 

Влияние длины углеводородного хвоста и 
степени оксиэтилирования спирта [17, 18] под-
тверждают результаты потенциометрического 
определения в смесовых синтезированных об-
разцах ФЭ-1, ФЭ-2, ФЭ-3, представленные на 
рис. 3. Полученные данные показывают наличие 
в синтезированных образцах различного соот-
ношения моно- и диэфиров, варьирующегося от 
50 : 48 до 28 : 69. 
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a              b 
 

Рис. 2. Кривая потенциометрического титрования (а) и дифференциальная кривая (b) образца ФЭ-3 
 

Fig. 2. Potentiometric titration curve (a) and differential curve (b) of FE-3 sample 

 

 
 

Рис. 3. Соотношение моно- , диэфиров и фосфорной 
кислоты в синтезированных образцах ФЭ-1, ФЭ-2, ФЭ-3. 
Данные получены с помощью метода потенциометриче-
ского титрования 
 

Fig. 3. Ratio of mono-, diesters and phosphoric acid in the 
synthesized samples FE-1, FE-2, FE-3.  
The data were obtained using the potentiometric titration 
method 

 
Сложность количественного определения ал-

килфосфатов заключается в нахождении их мо-
лекулярно-массового распределения по гидро-
фобному радикалу или полярным фрагментам в 
многокомпонентной системе, которая может 
включать моно- и диэфиры фосфорной кислоты 
и остатки ряда исходных спиртов. 

Для установления состава был проведен 
масс-спектрометрический анализ растворов об-
разца ФЭ (1,2 мг/мл) в водном растворе метило-
вого спирта (50 : 50% об.) без хроматографиче-
ского разделения компонентов. Фрагмент масс-
спектра ФЭ-3 в режиме отрицательной иониза-
ции в диапазоне ионов 150–610 m/z представлен 
на рис. 4. Расшифровка данных показывает 
наличие в образце моноалкилфосфорных эфи-
ров с молекулярными массами (М-Н) с 
m/z = 223–349, и диалкилфосфорных эфиров с 

m/z = 349–601, что соответствует молекулам с 
углеводородными хвостами С9–С18. 

Моноэфиры (М-Н), m/z: 223,1224; 237,1397; 
238,143; 251,1568; 252,16; 265,1742; 266,1773; 
279,1919; 280,1945; 293,2089; 294,2115; 307,2252; 
308,2286; 321,2423; 349,2767.  

Диэфиры (М-Н), m/z: 349,2767; 377,311; 391,3283; 
405,3455; 419,3627; 433,38; 447,3973; 461,4144; 
475,2991; 475,4317; 489,3164; 489,4489; 503,3337; 
503,4661; 517,3511; 517,4829; 518,3545; 531,3687; 
531,5; 532,3719; 545,3861; 545,5174; 546,3891; 
559,4036; 560,4063; 573,4209; 574,4236; 587,438; 
588,4412; 601,455. 

Масс-спектрометрический анализ синтезиро-
ванных ПАВ позволил по основным ионам уста-
новить гомологический состав компонентов.  

Для проверки эффективности синтезирован-
ных образцов алкилфосфатов в составах ASP 
для CEOR была исследована их растворимость 
в воде с различной минерализацией. На рис. 5 
представлен график зависимости оптической 
плотности водного раствора ФЭ-1 в нейтрализо-
ванной форме (нейтрализация NaОН, pH = 7,2) 
от минерализации водной фазы. Как видно из 
представленных зависимостей, образец ФЭ-1 
имеет хорошую растворимость при 60 ºС до ми-
нерализации раствора 30,0 г/л; выше этого зна-
чения (до 50 г/л) формируется технологически 
допустимая мелкодисперсная система, не обра-
зующая осадков в течении суток. 

При увеличении в образцах синтезированных 
алкилфосфатов доли диэфиров (более гидро-
фобных молекул ПАВ) растворимость в минера-
лизованном водном растворе ухудшается. Так, 
для образца ФЭ-3 получены прозрачные раство-
ры при минерализации до 18 г/л, и с технологи-
чески допустимой мелкодисперсной фазой – при 
минерализации до 38 г/л (см. рис. 5). 
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Рис. 4. Фрагмент масс-спектра водного раствора ПАВ ФЭ-3: моно- (m/z 223–349)  
и дифосфорные эфиры (m/z = 349–610) в условиях отрицательной ионизации  

(метод прямого ввода – электроспрей) 
 

Fig. 4. Fragment of the mass spectrum of an aqueous solution of FE-3 surfactant: mono- (m/z = 349–685)  
and diphosphoric ethers (m/z = 349–685) under negative ionization  

(direct injection method – electrospray) 

 

 
 

Рис. 5. Оптическая плотность 0,7% ФЭ, 1,0% Na2CO3, 
2,0% ИБС в щелочных водных растворах  
в диапазоне минерализации 10,0–50,0 г/л при 60 ºС; 
λ = 500 нм, длина кюветы l = 2 см 
 

Fig. 5. Optical density of 0.7% FE, 1.0% Na2CO3, 2.0% IBA  
in alkaline aqueous solutions in the range  
of mineralization 10.0–50.0 g/l, at 60 ºC, at λ = 500 nm,  
cuvette length l = 2 cm 

 
Для оценки эффективности синтезированных 

образцов ПАВ в ASP-составах были проведены 
фазовые эксперименты, в которых после интен-
сивного перемешивания равных объемов нефти 
и водного раствора вытеснения (ASP-состав) 
отслеживалось фазовое поведение системы в 
статическом режиме при фиксированной темпе-
ратуре (температуре пласта). В качестве щелоч-
ного агента в составах был использован карбо-
нат натрия, также добавляли полимер марки 
FLOPAAM 3230. Данные реагенты показали свою 

эффективность во многих исследованиях ASP-
технологий (например, [24]) и дают хорошую 
совместимость с синтезированными образцами 
ПАВ. 

Наибольшую эффективность щелочные ПАВ-
полимерные составы проявляют в области оп-
тимальной солености. Оптимумом солености 
называется область минерализации исходных 
водных растворов вытеснения, в которой обра-
зуется наибольший объем третьей фазы (в рам-
ках фазового эксперимента) и характерно 
наименьшее значение межфазного натяжения на 
границе нефть – раствор ASP. 

Фазовый эксперимент с щелочным водным 
раствором (без добавления полимера) на основе 
ФЭ-1 показал оптимальный интервал минерали-
зации – 19,0–45,0 г/л, для образца ФЭ-2 оптимум 
находился в пределах 17,0–45,0 г/л, для ФЭ-3 – 
14,0–37,0 г/л. Снижение интервала оптимальной 
солености можно объяснить увеличением доли 
диэфиров фосфорной кислоты, увеличивающих 
гидрофобность комбинированного ПАВ. Пара-
метр солюбилизации нефти рассчитан по фор-
муле: 

𝜎 =
𝑉𝑜

𝑉𝑠
, 

 

где Vо – объем нефти, растворенный в микро-
эмульсии; Vs – объем поверхностно-активного 
вещества в составе микроэмульсии.  

Для эффективных систем параметр солюбили-
зации должен иметь значение более 10 [25, 26]. 
Для всех воднонефтяных систем на основе синте-
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зированных ПАВ класса алкилфосфатов (ФЭ-1, 
ФЭ-2, ФЭ-3) значения этого параметра через 7 су-
ток термостатирования располагаются в интерва-
ле от 40 до 95, что доказывает эффективность 
синтезированных ПАВ для составов ASP. 

Данный фазовый эксперимент хорошо согла-
суется с областью низких значений IFT на гра-
фике зависимости межфазного натяжения (на 
границе нефть – раствор ПАВ) от минерализа-
ции водного раствора [13, 14, 27]. 

При повышении концентрации электролита в 
водном растворе изменяется весь спектр физи-
ко-химических свойств поверхностно-активного 
вещества, что приводит к формированию обла-
сти минимальных значений межфазного натяже-
ния, называемой оптимумом солености [4]. При 
значениях минерализации в области оптимума 
солености для состава ASP характерна, как пра-
вило, максимальная эффективность вытеснения 
нефти. Зависимость межфазного натяжения для 
системы 0,7% ФЭ-3, 1,0% Na2CO3, 2,0% ИБС на 
границе с нефтью месторождения Западной Си-
бири представлена на рис. 6. Как видно из гра-
фика зависимости, область оптимальной соле-
ности для данной системы лежит в интервале 
минерализации 19,0–30,0 г/л и в минимуме 
(23 г/л) имеет значения ниже 1·10

-2 
мН/м. 

Фазовый эксперимент для состава на основе 
ФЭ-1 (0,7% ФЭ-1; 0,15% FLOPAAM 3230; 2,0% 
ИБС; 1,0% Na2CO3) с добавкой полимера пока-
зывает незначительное изменение оптимума 
солености – с 19,0–45,0 г/л до 18,0–42,0 г/л, при 
сохранении объема третьей фазы, что можно 
объяснить влиянием добавки полимера, обла-
дающего некоторыми поверхностно-активными 
свойствами и изменяющим суммарный гидро-

фильно-липофильный баланс в сторону увели-
чения липофильности (рис. 7). Анализ фазового 
поведения с добавкой комбинированного соста-
ва ASP на основе синтезированных алкилфос-
фатов и этоксилированных алкилфосфатов до-
казывает их эффективность и возможность регу-
лировки свойств ПАВ за счет изменения состава 
для подбора под определенные значения мине-
рализации водной фазы. 

 

 
 
 

Рис. 6. Зависимость межфазного поверхностного  
натяжения на границе раздела нефтяная фаза –  
водный раствор ПАВ (0,7% ФЭ, 1,0% Na2CO3, 2,0% ИБС) 
с нефтью месторождения Западной Сибири  
от минерализации водной фазы при температуре 83 ºС  
 

Fig. 6. Dependence of interfacial surface tension  
at the interface between the oil phase and an aqueous  
solution of surfactants 0.7% FE, 1.0% Na2CO3, 2.0% IBA, 
with oil from the Western Siberia field on the salinity  
of the water phase at a temperature of 83 ºС 

 

 
 

Рис. 7. Фотофиксация фазового эксперимента в диапазоне минерализации 
10,0–50,0 г/л при исследовании фазового поведения ПАВ-полимер-щелочного раствора 
(0,7% ФЭ-1; 0,15% FLOPAAM 3230; 2,0% ИБС; 1,0% Na2CO3) с нефтью месторождения 

Западной Сибири при 83 ºС через 12 суток термостатирования 
 

Fig. 7. Photofixation of a phase experiment in the range of mineralization 10.0–50.0 g/L when studying 
the phase behavior of an alkaline surfactant-polymer solution (0.7% FE-1; 0.15% FLOPAAM 3230; 

2.0% IBA; 1.0% Na2CO3) with oil from the Western Siberia field at 83 ºС after 12 days of termostating 
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Раствор ASP, полученный при смешении 
всех компонентов (0,7% ФЭ(1-3); 0,15% 
FLOPAAM 3230; 2,0% ИБС; 1,0% Na2CO3), соот-
ветствует критериям эффективности состава 
для химического заводнения.  

 
ВЫВОДЫ 
1. Проведен целевой синтез трех образцов 

ПАВ класса алкилфосфатов, свойства которых 
соответствуют требованиям, предъявляемым к 
эффективным комбинированным ПАВ, входящим 
в состав ASP-композиции для химического за-
воднения в рамках повышения нефтеотдачи 
пласта. 

2. Методом масс-спектрометрии высокого 
разрешения, ИК-спектроскопии и потенциомет-
рического титрования установлена структура 

синтезированных фосфорных эфиров. Показано, 
что использование в процессе синтеза промыш-
ленных образцов спиртов или их смеси, варьи-
рование условий процесса приводят к образова-
нию сложной композиции алкилфосфатных ком-
понентов в товарном продукте. 

3. Проведены первичные лабораторные ис-
следования, включающие фазовый эксперимент, 
изучение растворимости синтезированных ПАВ в 
водах с различным уровнем минерализации, из-
мерение межфазного натяжения на границе 
нефть – водный раствор ASP-состава. Данные 
исследования доказывают эффективность син-
тезированных ПАВ для использования их в хи-
мических методах увеличения нефтеотдачи пла-
ста – ASP-технологиях, на месторождениях За-
падной Сибири. 
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Процесс адсорбционного извлечения ионов хрома(VI) 
из агрессивных водных растворов 
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Резюме: Хром – один из наиболее эффективных металлов, использующихся для защиты и деко-
ративного покрытия разнообразных изделий. Однако процесс хромирования протекает, как пра-
вило, в сильнокислой среде, что влечет за собой образований опасных и агрессивных растворов. 
Для удаления хрома из таких растворов исследована возможность использования углеродного ад-
сорбента, который позволяет осуществлять практически полное извлечение металла из произ-
водственных растворов до остаточного содержания не более 0,05 мг/дм

3
. Одним из значимых 

преимуществ углеродного адсорбента является его способность извлекать ионы хрома(VI) без 
стадии его восстановления до трехвалентного состояния. Уставлено, что максимальная сорб-
ционная емкость сорбента проявляется в сильнокислой среде при рН = 1,2–2,5. Такая среда обу-
славливает образование в растворе димера Cr2O7

2-
, являющегося адсорбируемым ионом. Предло-

жена схема узла адсорбционного извлечения металла из растворов электрохимического производ-
ства. В качестве аппарата выбран адсорбер с псевдоожиженным слоем, поскольку взаимодей-
ствие потока с адсорбентом в данных реакторах является максимальным. Конструкция адсорбе-
ра в виде цилиндрической колонны с конусообразными верхней и нижней частями предполагает 
установку внутри аппарата распределительных решеток. Предлагается отработанный хромсо-
держащий раствор электрохимического производства после усреднителя направлять напрямую в 
адсорбер с загрузкой углеродного адсорбента. В целях обеспечения непрерывности режима 
очистки необходимо применять два параллельно работающих адсорбера. Рассчитаны техниче-
ские параметры адсорбера: диаметр – 1,2 м; высота – 7,5 м; объем загрузки – 5,9 м

3
; высота за-

грузки – 6 м, а также характеристики процесса: линейная скорость потока вдоль стенок адсорбе-
ра – 12,75 м/ч; продолжительность работы аппарата до регенерации угля – 21 сутки. Предложен-
ная схема может быть рекомендована для создания оборотного водопользования.  
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Для цитирования: Рыбарчук О.В., Дударев В.И., Дударева Г.Н. Процесс адсорбционного извлече-
ния ионов хрома(VI) из агрессивных водных растворов. Известия вузов. Прикладная химия и био-
технология. 2021. Т. 11. N 1. С. 159–164. https://doi.org/10.21285/2227-2925-2021-11-1-159-164 
 

Adsorptive extraction of chromium (VI) ions  
from corrosive aqueous solutions 

 

Olga V. Rybarchuk, Vladimir I. Dudarev, Galina N. Dudareva 
 

Irkutsk National Research Technical University,  
Irkutsk, Russian Federation 

 

Abstract: Chromium is one of the most effective metals used for protection and decorative coating of various 
products. However, chrome plating typically occurs in a strongly acid medium, thus involving the formation of 
dangerous and corrosive solutions. In this article, we investigate the possibility of removing chromium from 
such solutions using carbon adsorbents, which allow for almost complete extraction of the metal from pro-
duction solutions up to a residual content of no more than 0.05 mg/dm

3
. A significant advantage of carbon 

adsorbents is their ability to extract chromium (VI) ions without chromium reduction to the trivalent state. It 
was established that the sorbent under study exhibits the maximum sorption capacity in a strongly acidic 
medium at pH = 1.2–2.5. This medium causes the formation of a Cr2O7 

2- 
dimer in the solution, which is an 

adsorbed ion. A scheme of a production unit for chromium adsorption from solutions of electrochemical pro-
duction was proposed. The choice of an adsorber with a fluidized bed was determined by the maximal inter-
action of the flow with the adsorbent in such reactors. The adsorber design in the form of a cylindrical column 
with tapered upper and lower parts assumes installation of distribution grids inside the apparatus. It is pro-
posed to forward the chromium-containing solution of electrochemical production remained after the avera-
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ging tank directly to the adsorber with the loading of the carbon adsorbent. In order to ensure the continuity 
of the extraction mode, it is necessary to apply two parallel working adsorbers, whose technical parameters 
were calculated to be as follows: the diameter of 1.2 m; the height of 7.5 m; the loading volume of 5.9 m

3
; 

and the loading height of 6 m. The calculated process parameters were determined: the linear flow rate 
along the walls of the adsorber – 12.75 m/h; the duration of the apparatus operation before coal regeneration 
– 21 days. The proposed scheme can be recommended for recycling water supply.  
 

Keywords: chromium (VI) ions, carbon adsorbent, adsorber, technological scheme  
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ВВЕДЕНИЕ 
Хром является одним из наиболее эффек-

тивных металлов, использующихся для защиты 
поверхности разнообразных изделий промыш-
ленного и бытового назначения [1–9]. Декора-
тивные и прочностные свойства хромового по-
крытия, несмотря на технологические сложности 
нанесения его на поверхность, позволяют элек-
трохимическому производству сохранять и раз-
вивать технологию в широком промышленном и 
географическом диапазоне

1
 [10–14]. Процесс 

покрытия изделий хромом осуществляется, как 
правило, в сильнокислой среде [15], что влечет 
за собой образование опасных агрессивных вод-
ных растворов. По сложившейся практике кон-
центрированные растворы хрома нейтрализуют-
ся и осаждаются большим количеством стан-
дартных реагентов, например, бисульфитом 
натрия, и затем хранятся длительное время в 
высокотоксичных шламохранилищах [16]. 

Ранее авторами настоящей статьи был раз-
работан адсорбционный процесс извлечения 
ионов хрома(VI) из отработанных электрохими-
ческих растворов с использованием углеродного 
адсорбента [17]. Процесс позволяет осуществ-
лять практически полное извлечение металла из 
производственных растворов до остаточного со-
держания не более 0,05 мг/дм

3
, что соответству-

ет требованиям ГН 2.1.5.1305-03
2
. Цель данной 

работы – расчет и аппаратурное оформление 
этого процесса. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Углеродный адсорбент представляет собой 

черные гранулы неправильной формы со сред-
ним размером частиц от 0,5 до 2 мм. Удельная 
поверхность определена по адсорбции йода и 
составляет 550 м

2
/г. Суммарный объем пор (по 

воде) составил 0,61 см
3
/г, сорбционная актив-

ность по йоду – 84%. Механическая прочность 

адсорбента – 82%, насыпная плотность – 
550 г/дм

3
. Сорбционная емкость адсорбента по 

отношению к ионам хрома(VI) была определена 
в статическом режиме и составила 1,21 ммоль/г 
(при температуре 294 К). В динамическом режи-
ме обменная емкость составила около 60% от 
статической (при температуре 294 К равна 
0,7 ммоль/г) [18].  

Концентрацию ионов хрома(VI) в исследуе-
мых растворах определяли спектрофотометри-
ческим методом (прибор КФК-3, Россия)

3
. Пери-

одически концентрацию ионов металла контро-
лировали атомно-абсорбционным методом (при-
бор Квант-2А, Россия) и ICP-методом количе-
ственного анализа (прибор ICPE-9000, Shimadzu, 
Япония). Контрольный анализ катионного соста-
ва сточных вод проводили с применением ион-
ного хроматографа фирмы Shimadzu (Япония) c 
кондуктометрическим детектором CDD-10 AVP. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Одно из значимых качеств адсорбента – спо-

собность извлекать ионы хрома(VI) без стадии его 
восстановления до трехвалентного состояния. 
Установлено, что максимальная сорбционная ем-
кость наблюдается в кислой среде при рН = 1,2–
2,5 [18]. Такая среда обуславливает образование 
в растворе димера Cr2O7

2-
, являющегося адсор-

бируемым ионом. Возможности применения угле-
родного адсорбента исследованы с целью ис-
пользования в производственной схеме действу-
ющего машиностроительного предприятия.  

В предлагаемом варианте отработанный 
хромсодержащий раствор электрохимического 
производства после усреднителя направляется 
напрямую в адсорбер с загрузкой углеродного 
адсорбента. Разработанная схема узла извлече-
ния ионов хрома(VI) адсорбционным методом 
представлена на рисунке.  

   

1
Joung J.P. Сodeposition of particulate matter with chromium // Plating Surf. Finish. 1975. No. 62 (4). 

P. 348–349. 
2
ГН 2.1.5.1305-03. Предельно допустимые концентрации (ПДК) химических веществ в воде водных 

объектов хозяйственно-питьевого и культурно-бытового водопользования: постановл. Министер-
ства здравоохранения РФ от 30.04.2003 г. № 78. 
3
Лаврухина А.К., Юкина Л.В Аналитическая химия хрома. М.: Наука. 1979. 218 c. 
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Схема узла извлечения ионов хрома(VI)  
адсорбционным методом:  
1, 2 – адсорберы с псевдоожиженным слоем;  
3 – усреднитель хромсодержащих растворов;  
4 – емкость с кислотой; 5 – емкость с адсорбентом;  
6 – десорбер; 7 – емкость с NaOH 
 

Scheme of unit for chromium (VI) ions  
absorption extraction: 
1, 2 – fluidized bed adsorbers;  
3 – chromium solution tank; 
4 – acid tank; 5 – container with adsorbent;  
6 – desorber; 7 – NaOH tank 

 

Отработанные хромсодержащие растворы на 
производстве выделяются отдельной линией, 
поэтому на извлечение ионов хрома(VI) не ока-
зывают влияния ионы других металлов. Раство-
ры проходят через усреднитель 3 для корректи-
ровки рН, где оптимальную кислотность среды 
(рН = 1–2) поддерживают добавлением раствора 
серной кислоты из емкости 4. Затем хромовый 
раствор насосом подается в нижнюю корпусную 
часть адсорбера 1 (2), далее происходит про-
цесс сорбции на углеродном адсорбенте. В каче-
стве реакторов выбраны адсорберы с псевдо-
ожиженным слоем. Данные аппараты имеют ряд 
преимуществ по сравнению с другими конструк-
циями адсорберов: большая площадь контакта 
фаз при том же объеме загрузки, большее время 
контакта фаз. Взаимодействие потока с адсор-
бентом в таких реакторах является максималь-
ным. Бак 5 служит емкостью для хранения ад-
сорбента перед подачей его в аппарат. Очищен-
ный раствор выводится из адсорбера через от-
верстие в верхней части аппарата. Концентра-
ция хрома(VI) на выходе из аппарата не превы-
шает предельно допустимую (ПДК) и составляет 

0,05 мг/дм
3
 (как для водоемов рыбохозяйствен-

ного назначения). Для организации непрерывно-
го процесса предложено использовать два ад-
сорбера: после насыщения углеродного адсор-
бента в первом аппарате его переключают на 
перезагрузку, а второй включают на сорбцию. Во 
время перезагрузки адсорбент направляется в 
десорбер 6, оснащенный мешалкой, куда пода-
ется 1%-й раствор гидроксида натрия 7. Концен-
трированный раствор хрома после десорбции 
предлагается возвращать в электрохимическое 
производство для дальнейшего использования 
хрома. Регенерированный адсорбент направля-
ется в бак 5. Сорбционные возможности адсор-
бента позволяют использовать его в пяти полных 
циклах сорбционно-десорбционного процесса. 
Отработанный адсорбент из адсорбера отводит-
ся в смеситель. После десорбции элюат обраба-
тывается гидроксидом кальция. Полученный 
осадок отфильтровывается, а затем хром пере-
водится в концентрированный раствор бихрома-
та калия и может использоваться повторно в 
электрохимическом процессе. 

Разработанные на сегодняшний день модели 
адсорберов позволяют применять их в качестве 
основных аппаратов, однако они должны быть 
адаптированы под конкретное производство. 
Нами выполнен расчет параметров адсорбера с 
псевдоожиженным слоем для извлечения ме-
талла с применением углеродного адсорбента. 
Конструкция адсорбера в виде цилиндрической 
колонны с конусообразными верхней и нижней 
частями предполагает установку внутри аппара-
та распределительных решеток. Для загрузки 
фильтрующего материала в верхней части ко-
лонны предусмотрен штуцер. Для выгрузки ад-
сорбента штуцер установлен на уровне распре-
делительной решетки. Расчет основных пара-
метров адсорбера производили согласно СНиП 
2.04.03-85

4
 с учетом данных, полученных в ходе 

опытных исследований. Содержание ионов хро-
ма в данных растворах находится в пределах 
0,2–29,7 мг/дм

3 
(табл. 1). 

По полученным результатам остаточная кон-
центрация ионов хрома(VI) в исследуемых раство-
рах составила 0,03–0,04 мг/дм

3
. В качестве исход-

ных данных для расчета адсорбционного извлече-
ния металла принимали следующие: начальная 
концентрация ионов хрома(VI) Сн – 10 мг/л; требу-
емая степень извлечения Ск – 0,03 мг/ дм

3
; произ-

водительность qw – 12,5 м
3
/ч; изотерма сорбции 

соответствует уравнению Фрейндлиха: аsb в мг/г;  

С в мг/ дм
3
;  𝑎𝑠𝑏

𝑚𝑎𝑥 = 4,52·Cк
1/1,94

;  углеродный адсор-

бент имеет истинную плотность  𝜌т – 1700 кг/м
3
, 

насыпную 𝜌т
нас – 550 кг/м

3
, диаметр гранул адсор-

бента d = 0,5–2 мм; заданная степень исчерпания 
   

4
СНиП 2.04.03-85. Строительные нормы и правила. Канализация. Наружные сети и сооружения  

(с Изменениями № 1); утв. постановл. Госкомитета СССР по делам строительства от 21.05.1985 г. 
№ 71. М.: ЦИТП Госстроя СССР. 1986. 70 с. 
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емкости адсорбента Кsb = 0,7; порозность непо-
движного слоя εн = 0,5. 

В сутки аппарат может пропускать 300 м
3
 от-

работанных растворов. За это время загрузка из 
углеродного адсорбента способна поглотить до 
3000 г хрома. Время контакта фаз в псевдоожи-
женном слое составит 20 мин. Переключение 
адсорберов обычно производится раньше полно-
го насыщения загрузки, поскольку при времени, 
граничащем со временем полного насыщения 
адсорбента, концентрация металлов в растворе 
близка к равновесной и скорость сорбции снижа-
ется.  

Результаты расчетов параметров адсорбера 
представлены в табл. 2. 

Выполнено технико-экономическое обосно-
вание и сравнение предложенного способа из-
влечения хрома с существующими технологиями 
с учетом требований, предъявляемых к качеству 
очищенной воды, на примере машиностроитель-
ного завода. На реализацию реагентного спосо-
ба извлечения на действующем предприятии 
расходы на материалы составляют 5909,77 тыс. 
руб. в год, а эксплуатационные затраты в целом 
достигают 6648,96 тыс. руб. в год [15]. При ис-
пользовании же адсорбционного метода затраты 
на материалы составят 4216,98 тыс. руб. в год, 
что почти на 30% ниже текущих затрат. Пред-
ставленная схема позволит сократить затраты 
производства на 1482,37 тыс. руб. в год. 

 

Таблица 1. Усредненный химический состав хромсодержащих растворов электрохимического производства 
 

Table 1. Average chemical composition of chromium solutions of electrochemical industry 
 

Источник загрязнения отработанной воды 
Концентрация ионов металлов, мг/дм3 

Медь(II) Цинк(II) Железо(III) Хром(VI) 

После меднения и цинкования 
После нейтрализации стоков 
После хромирования 
После нейтрализации хромово-кислых стоков 
После промывки алюминиевых плат 

73,1 
6,8 

46,0 
6,9 
0,7 

25,0 
4,1 

12,6 
2,4 
3,4 

111,9 
24,9 
58,0 

8,2 
10,0 

29,7 
2,4 

14,1 
0,3 
0,2 

 

Таблица 2. Характеристики адсорбера с псевдоожиженным слоем адсорбента для извлечения ионов хрома(VI) 
 

Table 2. Characteristics of fluidized adsorbent bed plant for chromium (VI) ions extraction  
 

Показатель Значение 

Размер частиц адсорбента, мм 0,5–2,0 
Общая площадь работающих адсорберов, м2 0,98 
Высота загрузки одного адсорбера, м 6 
Линейная скорость потока, м/ч 12,75 
Высота адсорбера, м 7,5 
Диаметр адсорбера, м 1,2 
Продолжительность работы одного адсорбера до регенерации адсорбента, сут. 21 
Продолжительность работы одного адсорбера до перезагрузки адсорбента, сут. 57 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Разработана схема узла извлечения ионов 

хрома(VI) из агрессивных водных промышлен-
ных растворов с применением углеродных ад-
сорбентов. В качестве реакторов выбраны ад-
сорберы с псевдоожиженным слоем, поскольку 
взаимодействие потока с адсорбентом в данных 
реакторах является максимальным. Рассчитаны 

основные параметры адсорбера. Адсорбцион-
ный метод извлечения металла с применением 
углеродного адсорбента является весьма эф-
фективным и позволяет производить извлечение 
хрома до ПДК водных растворов. Экономический 
эффект от внедрения адсорбционной схемы су-
щественно сократит сверхнормативные затраты 
производства.  
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Исследование металлополимерных нанокомпозитов меди 
методом УФ-спектроскопии 
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Резюме. Получены новые полимерные медьсодержащие нанокомпозиты на основе поли--
винилимидазола. Формирование нанокомпозитов осуществляли методом химического восстанов-
ления ионов меди из раствора ацетата меди аскорбиновой кислотой в водной среде в присут-
ствии полимера. Нанокомпозиты получали при молярном соотношении полимер:Cu(II) 10:1 и 5:1. В 
результате реакции восстановления были получены нанокомпозиты в виде порошков красно-
коричневого цвета с металлическим блеском. Установлено, что содержание меди в полученных 

нанокомпозитах зависит от исходного молярного соотношения стабилизирующего поли--
винилимидазола и Cu(II) и составляет 5,9 и 11,7%. Образование наноразмерных частиц меди ис-
следовано и подтверждено методом УФ-спектроскопии. В оптических спектрах водных растворов 
медьсодержащих нанокомпозитов наблюдаются максимумы при 537–541 и 646–651 нм, что под-
тверждает образование ультрадисперсной меди в наноразмерном состоянии. Полученные медь-

содержащие нанокомпозиты на основе поли--винилимидазола являются перспективными в меди-
цине, катализе, для применения в оптических, сенсорных и электронных устройствах. 
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Abstract: New polymer copper-containing nanocomposites based on poly--vinylimidazole were obtained. 
The formation of nanocomposites was carried out using the method of chemical reduction of copper ions 
from a solution of copper acetate with ascorbic acid in an aqueous medium in the presence of a polymer. 
Nanocomposites were prepared at the polymer:Cu (II) molar ratio of 10:1 and 5:1. The reduction reaction 
yielded powder nanocomposites of a red-brown colour and having a metallic shine. It was found that the con-

tent of copper in the obtained nanocomposites depends on the initial molar ratio of the stabilising poly--
vinylimidazole and Cu (II), reaching 5.9% and 11.7%. The formation of nanosized copper particles was in-
vestigated and confirmed by UV spectroscopy. The optical spectra of aqueous solutions of the obtained cop-
per-containing nanocomposites contained maxima at 537–541 and 646–651 nm, which confirmed the for-
mation of ultradispersed copper in the nanosized state. The obtained copper-containing nanocomposites 

based on poly--vinylimidazole are promising materials for use in medicine and catalysis, as well as in opti-
cal, sensor and electronic devices. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Наночастицы металлов являются объектами 

активного изучения в связи с их повышенной реак-
ционной способностью, интересными биологиче-
скими свойствами, малыми размерами и способ-
ностью проникать в клетки организма [1–3]. В 
настоящее время наблюдается значительный рост 
использования наноразмерных структур, в частно-
сти, наночастиц меди. Специфические свойства 
наночастиц меди открывают широкие возможности 
для создания новых композитов для медицины, 
сельского хозяйства, эффективных катализаторов, 
сенсорных систем и другое [4–6]. 

Одной из важнейших проблем является син-
тез стабильных наночастиц заданного размера, в 
течение длительного времени сохраняющих вы-
сокую химическую или биологическую актив-
ность. Поэтому поиск путей стабилизации таких 
частиц является актуальным направлением ис-
следования. В качестве эффективных стабили-
заторов используются различные высокомолеку-
лярные соединения как природного (хитозан, 
целлюлоза, арабиногалактан и др.) [7, 8], так и 
синтетического (поли-N-винилпирролидон, по-
лиакриламид, поли-N-винил-1,2,4-триазол и др.) 
происхождения [9–11]. 

В данной работе в качестве стабилизатора 
мелкодисперсных частиц меди был использован 
поли-N-винилимидазол (ПВИ), который обладает 
широким спектром практически значимых 
свойств и активно используется в различных об-
ластях [12, 13]. Отличительной особенностью 
полимеров на основе поли-N-винилимидазола 
является наличие пиридинового атома азота в 
структуре азольного кольца, который проявляет 
электронодонорные свойства, что открывает 
широкие возможности для модификации поли-
меров. Такие полимеры эффективно сорбируют 
ионы металлов, образуя координационные ком-
плексы с каталитической активностью [14, 15]. 

 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ  
В качестве исходных соединений использо-

вали поли-N-винилимидазол, полученный по ме-
тодике, представленной в работе [16], моногид-

рат ацетата меди (Cu(CH3COO)2∙H2O  CuAc) 
(99,9%, Sigma-Aldrich) и аскорбиновую кислоту 
(99,9%, Sigma-Aldrich). Этиловый спирт и ацетон 
очищали в соответствии с общепринятыми ме-
тодиками. Содержание меди в нанокомпозитах 
определяли методом атомно-абсорбционного 
анализа с использованием Shimadzu AA-6200. 
УФ-спектры снимали на спектрофотометре 
Shimadzu UV 2450. 

Синтез нанокомпозитов: Синтез проводили 
на водяной бане с обратным холодильником. 
Смесь ПВИ (3,2 ммоль) и аскорбиновой кислоты 
(2,7 и 6,4 ммоль), растворенных в воде, интен-
сивно перемешивали в течение 40 мин, нагревая 
до 80 ºС. Затем по каплям добавляли водный 
раствор моногидрата ацетата меди (0,3 и 
0,6 ммоль) и перемешивали в течение 2 ч. Реак-
ционную смесь осаждали в ацетон, центрифуги-
ровали и сушили до постоянного веса. В резуль-
тате получены нанокомпозиты в виде темно-
коричневых порошков с выходом 83–85%.  

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Восстановление ионов меди из CuAc осу-

ществляли в водной среде при постоянном пе-
ремешивании в присутствии полимера и восста-
новителя. Молярное соотношение ПВИ : Cu(II) 
составляло 10:1 и 5:1. Для предотвращения 
окисления наночастиц во время синтеза в рас-
творе создавалась бескислородная среда. В ка-
честве восстановителя использовали аскорби-
новую кислоту, которая широко применяется для 
восстановления ионов меди [17, 18], при этом 
восстановление металла происходит даже при 
малых концентрациях кислоты [18]. Редокс-
процесс обеспечивается за счет электронного 
перехода от восстановителя L-аскорбиновой 
кислоты к ионам меди, и происходит последую-
щее зарождение атомов меди в матрице стаби-
лизирующего агента [19]. 

 

 
 
В ходе реакции наблюдается изменение цве-

та реакционной смеси от светло-коричневого до 
темного красно-коричневого. В результате реак-
ции восстановления были получены нанокомпо-

зиты в виде порошков красно-коричневого цвета 
с содержанием меди 5,9 и 11,7%. 

За ходом реакции следили по спектрам опти-
ческого поглощения реакционных растворов в 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Emel%26%23x02019%3Byanov%20AI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24790430
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Emel%26%23x02019%3Byanov%20AI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24790430
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водной среде. Спектры регистрировали через 
различные интервалы времени после добавле-
ния моногидрата ацетата меди к смеси полимера 
и аскорбиновой кислоты. На рис. 1, а представ-
лены спектры исходных соединений. 

При смешении ПВИ и аскорбиновой кислоты 
при комнатной температуре видимых изменений 

не происходит. После нагревания до 80 ºС появ-
ляется плечо с максимумом 354 нм (рис. 1, b). 
Введение в смесь водного раствора ацетата ме-
ди приводит к появлению интенсивного пика в 
той же области, при этом полностью исчезает 
пик с максимумом 755 нм, соответствующий Cu

2+
 

(см. рис. 1, b). 
 

  
a b 

 

Рис. 1. Оптические спектры поглощения исходных соединений (а)  
и начала образования наноразмерных частиц в водной среде (b) 

 

Fig. 1. Fig. 1. Optical absorption spectra of the starting compounds (a)  
and the beginning of the nanosized particles formation in an aqueous medium (b) 

 
В начале реакции образуется комплекс меди с 

аскорбиновой кислотой, который подвергается 
окислительно-восстановительному распаду с об-
разованием продуктов окисления аскорбиновой 
кислоты и ультрадисперсной меди [19, 20], которая 
взаимодействует с пиридиновыми атомами азота 
ПВИ. Такое взаимодействие обеспечивает эффек-
тивную стабилизацию наночастиц меди на ранних 
стадиях формирования. 

Образование наночастиц меди наблюдается 
уже через 10 мин от начала реакции, появляется 
характерное красновато-коричневое окрашивание 
(рис. 2). В спектрах оптического поглощения 
наблюдаются два максимума поверхностного 
плазмонного резонанса: 537–541 и 646-651 нм, что 
указывает на присутствие частиц меди в металли-
ческом состоянии разного размера [21, 22]. Сла-
бый сдвиг максимумов в длинноволновую область 
свидетельствует об укрупнении наночастиц ме-
талла [23]. Реакция восстановления меди прекра-
щается через 120 мин. 

 
 

Рис. 2. Оптические спектры поглощения  
нанокомпозита во времени 
 

Fig. 2. Optical absorption spectra  
of the nanocomposite in time 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Таким образом, методом химического вос-

становления ионов меди из раствора ацетата 
меди были получены нанокомпозиты меди и по-
ли-N-винилимидазола. В качестве восстановите-

ля использовали аскорбиновую кислоту. Спектры 
оптического поглощения реакционных растворов 
в водной среде подтверждают образование ча-
стиц меди в наноразмерном состоянии. 
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