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Резюме: С целью исследования влияния неподелённой электронной пары 5s
2
 атома сурьмы на ре-

зультат реакции трифторида сурьмы с триэтаноламином в присутствии метилата натрия уточ-
нена кристаллическая структура продукта реакции – 2-фтор-6-(2’-гидрооксиэтил)-1,3-диокса-6-аза-2-
стибациклооктана (1-фтор-2-гидростибатрана) FSb(OCH2CH2)2NCH2CH2OH. В структуре данного 
соединения атом водорода 2-гидроксиэтильной группы каждой молекулы образует межмолекуляр-
ную водородную связь с кислородным атомом одного из пятичленных полуциклов SbOCH2CH2N со-
седней молекулы. Геометрия обоих пятичленных гетероциклов N-C-C-O-Sb, замкнутых трансан-

нулярной связью NSb в молекуле 1-фтор-2-гидростибатрана, практически одинакова. Меж-
атомные расстояния С–O, C–C, N–C и валентные углы в двух эндоциклических фрагментах 
(NCCOSb) соизмеримы с наблюдаемыми в силатранах RSi(OCH2CH2)3N. Координационный полиэдр 
атома Sb может быть представлен как переходный от бисфеноида до тригональной пирамиды 
Sb(O3)N с атомом азота в вершине и тремя атомами кислорода в основании. Длина трансанну-

лярной координационной связи NSb равна 2,402(4) Å, что на 0,40 Å больше стандартной длины 
ковалентной связи Sb–N. Связь Sb–F (1,997(4) Å) на 0,12 Å длиннее, чем в молекуле SbF3, и незна-
чительно короче значения Sb–Fax (2,028(3) Å) в кристаллическом комплексе SbF3∙Gly. Атом фтора 

существенно отклонен от оси NSb в сторону атомов О(1) и О(2). Атом кислорода  
2-гидроксиэтильной группы отстоит от атома Sb на расстоянии 2,899(3) Å, промежуточном 
между длиной валентной связи и суммой ван-дер-ваальсовых радиусов этих атомов. Вкупе с поло-
жением атома F это позволяет предположить кристаллическую структуру 1-фтор-2-
гидростибатрана как «замороженное» состояние нуклеофильной атаки атома кислорода типа  
SNi (Sb), незавершенной вследствие его отталкивания неподелённой электронной парой 5s

2
 ато-

ма сурьмы.  
 

Ключевые слова: 2-фтор-6-(2’-гидроксиэтил)-1,3-диокса-6-аза-2-стибациклооктан, 1-фтор-2-
гидростибатран, кристаллическая структура, межмолекулярная водородная связь, нуклеофиль-
ная атака типа SNi (Sb) 
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Antimony lone electronic pair 
as a stereoelectronic barrier to stibatrane 
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Abstract: To examine the effect of 5s
2
 lone electron pair of antimony atom on the reaction of antimony trifluoride 

and triethanolamine in the presence of sodium methylate, the crystal structure of the reaction product -2-fluoro-6-
(2-hydroxyethyl)-1,3-dioxa-6-aza-2-stibacy-cylooctane (1-fluoro-2-hydrostibatrane) FSb (OCH2CH2)2NCH2CH2OH) 
was confirmed. In the compound structure, the hydrogen atom of the 2-hydroxyethyl group of each molecule 
forms an intermolecular hydrogen bond with the oxygen atom of one of the five-membered SbOCH2CH2N half-
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cycles in a neighbouring molecule. A geometry of both five-member N-C-C-O-Sb heterocycles, end-capped by 

transannular N  Sb bond in the 1-fluoro-2-hydrostibatrane molecule, is almost identical. C–O, C–C, N–C 
interatomic distances and valence angles in two endocyclic units (NCCOSb) are comparable to those ob-
served in RSi(OCH2CH2)3N silatranes. A coordination polyhedron of the Sb atom can be represented as a 
transition from a bisphenoid to Sb(O3)N trigonal pyramid, with a nitrogen atom at the apex and three oxygen 

atoms in the base. The N  Sb transannular coordinate bond length is 2.402(4) Å, which is 0.40 Å greater 
than the Sb–N covalent bond standard length. The Sb–F bond (1.997(4) Å) is 0.12 Å longer than that in the 
SbF3 molecule, and insignificantly shorter than that of the Sb–Fax (2.028(3) Å) in the SbF3∙Gly crystalline 

complex. The fluorine atom substantially strays from the NSb axis to the direction of O(1) and O(2) atoms. 
The oxygen atom of the 2-hydroxyethyl group lies at a distance of 2.899(3) Å from that of Sb, intermediate 
between the valence bond length and the sum of the Van der Waals radii of these atoms. Combined with the 
F atom position, one can assume the 1-fluoro-2-hydrostibatrane crystal structure as a “frozen” state of the 
SNi(Sb) type nucleophilic attack of the oxygen atom, uncompleted because of its repulsion by the 5s 

2 
lone 

electronic pair of antimony atom.  
 

Keywords: 2-fluoro-6-(2-hydroxyethyl)-1,3-dioxa-6-aza-2-stibacy-cylooctane, 1-fluoro-2-hydrostibatrane, 
crystal structure, intermolecular hydrogen bond, SNi(Sb) type nucleophilic attack 
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ВВЕДЕНИЕ 
Координационные соединения сурьмы(III) с 

различными лигандами [1–24] представляют ин-
терес как с точки зрения их строения, так и био-
логической активности, особенно цитотоксиче-
ских свойств, активно изучаемых в последние 
десятилетия [25–29].  

Еще в 1966 г. Р. Мюллер заявил о синтезе 
внутрикомплексного соединения сурьмы – сти-
батрана Sb(OCH2CH2)3N, реакцией расщепления 
силатранов трифторидом сурьмы [19]. Однако 
никаких сведений об этом соединении в после-
дующем не появилось. При взаимодействии три-
этилантимонита Sb(OC2H5)3 с триэтаноламином 
N(CH2CH2OH)3 образуется нерастворимое веще-
ство неустановленного строения [20].  

Взаимодействием трифторида сурьмы с три-
этаноламином и метилатом натрия в среде мета-
нола нами синтезирован 2-фтор-6-(2’-гид- 
ро-оксиэтил)-1,3-диокса-6-аза-2-стибациклооктан 
FSb(OCH2CH2)2NCH2CH2OH и изучена его кри-

сталлическая структура [10, 14]. Однако в пред-
ставленной ранее модели кристалла атом водо-
рода у атома О(3) не был экспериментально 
определен. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Кристаллическая структура уточнена на  

рентгеновском дифрактометре Bruker D8 
VENTURE. Параметры элементарной ячейки: 
a = 7,6855(5) Ǻ; b = 9,9249(6); c = 11,8199(9); 
α = β = γ = 90

о
; пр. гр. P212121; V = 901,58(11) Ǻ

3
; 

T = 296 К. Получены интенсивности 2638 незави-
симых отражений (MoKα-излучение, поглощение 
учитывалось), окончательный фактор достовер-
ности R = 45%. Структура соединения депониро-
вана в Кембриджском банке структурных данных, 
номер CCDC 1985064. Значения уточненных ве-
личин межатомных расстояний и валентных уг-
лов в сравнении с опубликованными ранее 
[10, 14] приведены в таблице. 

 

Длины межатомных связей атомов (Å) и валентные углы (град.) 
в молекуле 1-фтор-2-гидростибатрана 
 

Lengths of interatomic bonds of atoms (Å) and bond angles (degrees) 
in 1-fluoro-2-hydrostibatran molecule 
 

Связь 
d, Ǻ 

Угол 
ω, град. 

эта работа [14] эта работа [14] 

Sb1–F1 1,997(2) 1,983(7) F1Sb1O3         134,6(3) 135,5(3) 
Sb1–N1 2,402(3) 2,406(7) F1Sb1O2 82,8(1) 82,4(3) 
Sb1–O1 1,962(3) 1,958(7) O1Sb1O2 98,5(1) 98,7(3) 
Sb1–O2 2,003(3) 2,019(7) O2Sb1O3 141,9(3) 141,7(2) 
Sb1···O3 2,899(3) 2,941(7) O2Sb1N1 77,3(1) 77,9(3) 
O1–C1 1,421(6) 1,425(13) O1Sb1F1 83,9(1) 84,8(3) 
O2–C4 1,421(5) 1,448(13) Sb1O2С4   120,1(3) 118,0(6) 
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O3–C6 1,424(5) 1,380(13) Sb1O1C1 118,3(3) 117,8(6) 
C1–C2 1,522(5) 1,517(13) Sb1O3C6 108,6(4) 107,5(6) 
C2–N1 1,487(5) 1,466(11) Sb1N1C2 105,3(2) 105,6(5) 
C3–N1 1,483(5) 1,481(11) Sb1N1C3 102,8(1) 102,9(5) 
C4–C3 1,517(6) 1,487(15) Sb1N1C5 112,9(2) 114,3(5) 
C5–N1 1,485(5) 1,481(11) F1Sb1N1 150,1(1) 150,7(3) 
C6–C5 1,512(6) 1,521(11) N1Sb1O3 65,6(3) 64,9(4) 

 

C2N1C3 
O1C1C2 

112,4(3) 
110,5(3) 

111,7(7) 
110,5(8) 

C2N1C5 113,8(3) 112,6(7) 

O2C4C3 111,5 (4) 113,0(8) 

N1C2C1 109,7(3) 109,9(7) 

N1C3C4 109,8(3) 110,3(8) 

O3C6C5 111,8(3) 114,0(8) 

N1C5C6 113,8(1) 112,8(8) 

O1Sb1O3 81,8(3) 82,5(3) 

O1Sb1N1 77,4(1) 77,1(3) 
 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Ранее координационный полиэдр атома 

сурьмы в молекуле 2-фтор-6-(2’-гидроксиэтил)-
1,3-диокса-6-аза-2-стибациклооктана был оха-
рактеризован нами как пирамида с четырех-
атомным основанием (O(1)O(2)N(1)F(1)) и гид-
роксильным атомом кислорода в вершине [10] 
(рис. 1).  

 

 
 

Рис. 1. Молекулярная структура 1-фтор-2-
гидростибатрана (50% тепловые эллипсоиды) 
 

Fig. 1. Molecular structure of 1-fluoro-2-hydrostibatrane  
(50% thermal ellipsoids) 

 
В уточненной структуре FSb(OCH2CH2)2NCH2 

CH2OH, для краткости названной нами 1-фтор-2-
гидростибатраном [10], центральным атомом по-
прежнему является сурьма. 

Судя по геометрии пятичленных гетероцик-
лов N(1)C(2)C(1)O(1)Sb(1) и NC(4)C(3)O(2)Sb(1), 

замкнутых трансаннулярной связью NSb, и 
межатомным расстояниям С–O, C–C, N–C в двух 
эндоциклических фрагментах (NCCOSb), соиз-
меримых с наблюдаемыми в силатранах 
RSi(OCH2CH2)3N и металлатранах типа O3MN 

[30, 31], представляется возможным в первом 
приближении рассмотреть полиэдр атома сурь-
мы в виде тригональной бипирамиды, в эквато-
риальной плоскости которой располагаются три 
атома кислорода, а аксиальные позиции бипи-
рамиды занимают атомы азота – N(1), и фтора – 
F(1) (см. рис. 1). Однако в отличие от металла-
транов этот полиэдр значительно искажен. Ис-
кажение характеризуется лишь координацион-
ным контактом с атомом Sb атома кислорода  
2-гидроксиэтильной группы, уменьшением углов 
N(1)-Sb(1)-O(1), N(1)-Sb(1)-O(2) и, особенно, 
O(1)-Sb(1)-O(2) (98,5(1)

о
). Близко к последнему 

значение угла O(1)Sb(1)O(3), составляющее 
81,8(3)

о
. В то же время угол O(2)Sb(1)O(3) 

намного больше – 141,9(3)
о
. Это обусловлено, 

очевидно, влиянием неподелённой электронной 
пары (НЭП) 5s

2
 атома сурьмы, занимающей эк-

ваториальное положение.  
Ранее на примере молекул PX3 и POX3 показа-

но, что способность к отталкиванию у НЭП атома 
фосфора больше, чем у связи Р=О [32]. Отталкива-
ние от НЭП атома О(3) в молекуле 1-фтор-2-
гидростибатрана не позволяет атомам О(3) и Sb(1) 
сблизиться до образования валентной связи с от-
щеплением протона, тем самым «замораживая» 
контакт Sb(1)

…
O(3) на расстоянии, промежуточном 

между длиной валентной связи и суммой ван-дер-
ваальсовых радиусов этих атомов (см. таблицу). 
Это, вероятно, и обусловливает выявленную ранее 
[10] подвижность атома водорода в растворах при 
повышенных температурах и склонность к сильному 
межмолекулярному связыванию с атомом кислоро-
да O(1

’
) соседней молекулы в кристаллической 

структуре 1-фтор-2-гидростибатрана (рис. 2).  
Длина связи Sb–F (1,997(4) Å) незначительно 

короче значения Sb-Fax (2,028(3)) в кристаллической 
молекуле комплекса SbF3Gly [2]. Однако атом фто-
ра, очевидно, вследствие стереоэлектронного дав-
ления атома О(3) на НЭП Sb, значительно отклонен 
в сторону атомов О(1) и О(2). Углы F(1)Sb(1)N(1), 
F(1)Sb(1)O(1), F(1)Sb(1)O(2) и F(1)Sb(1)O(3) состав-
ляют соответственно 150,1(1), 83,9(1), 82,8(1) и 
134,6(3)

о
. 



Барышок В.П., Зельбст Э.А. Неподелённая электронная пара сурьмы … 
Baryshok V.P., Zel’bst E.A. Antimony lone electronic pair … 

 

 

 
ХИМИЧЕСКИЕ НАУКИ / CHEMICAL SCIENCES 

 
181 

  
 

 
 

Рис. 2. Межмолекулярные водородные связи ОН···О в кристалле 1-фтор-2-гидростибатрана 
 

Fig. 2. Intermolecular ОН···О hydrogen bonds in the crystal of 1-fluoro-2-hydrostibatrane 

 
Несмотря на межмолекулярную водородную 

связь O(1)-H-O(3), геометрия обоих пятичленных 
гетероциклов – NC(2C(1)O(1)Sb и NC(4)C(3)O(2)Sb, 
в молекуле 1-фтор-2-гидростибатрана практически 
одинакова (см. таблицу). Отличающийся третий 
пятичленный гетероцикл N(1)C(6)C(5)O(3)Sb(1) 
замкнут двумя координационными связями, 

N(1)Sb(1) и O(3)Sb(1). Длина трансаннулярной 

координационной связи NSb равна 2,402(4) Å, 
что лишь на 0,40 Å больше стандартной длины 

ковалентной связи Sb–N 33. Длина координаци-

онной связи O(3)Sb(1) (2,899(3) Å) почти на 1,0 Å 

больше длины валентных связей Sb(1)–O(1) 
(1,962(3) Å) и Sb(1)–O(2) (2,003(4) Å) и на ~1.5 Å 
меньше суммы ван-дер-ваальсовых радиусов ато-
мов сурьмы и кислорода

1
 [33, 34]. 

Координационный контакт атомов Sb(1) и 
O(3) может быть представлен как «заморожен-
ное» состояние нуклеофильной атаки атома кис-
лорода на атом Sb типа SNi(Sb) на пути к сти- 
батрану, легко завершающейся при замыкании 
третьего атранового полукольца в атрановых 
системах вида O3MN, например, при образо-
вании боратрана (M = B): 

 

 
 
Трициклические комплексы с триэтанолами-

ном образуют также многие соли металлов, 
например, ZnCl2 и CdCl2 [35]: 

 

O

O

O

N

M
HH

H Cl
Cl

 

Примечательно, что в отличие от триэтано-
ламина трис(2-гидроксифенил)амин в реакции с 
триэтилантимонитом образует вещество, соот-
ветствующее брутто-формуле 3,4,7,8,10,11-три-
бензостибатрана Sb(OC6H4-o)3N [12]. Из раство-
ра в ДМСО это соединение кристаллизуется в 
виде комплекса (CH3)2SOSb(OC6H4-o)3N, в кри-
сталлической структуре которого полиэдр атома 
сурьмы представлен квадратной пирамидой с 
атомом азота в вершине и четырьмя атомами 
кислорода в основании. По-видимому, углерод-
ные атомы фенильных колец в положениях 
3, 4, 7, 8, 10, 11 занимают меньше пространства, 
чем метиленовые группы в атрановых фрагмен-
тах M-OCH2CH2-N.  

   

1
Macgillavry C.H., Rieck G.D. International tables for X-ray crystallography. Vol. 3: Physical and chemical 

tables. Birmingham, England: Kynoch Press, 1962. P. 266. 
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В спектрах ЯМР 
1
Н металлатранов 

RM(OCH2CH2)3N и их аналогов R2M(OCH2CH2)2NR’ 
вследствие конформационной подвижности кон-
вертообразных полуколец M-O-C-C-N, резонанс 
метиленовых протонов атранового остова наблю-
дается в виде пар триплетов, относящихся к вы-
рожденной спиновой системе 3(A2M2) и 2(A2M2) 
соответственно [19, 36]. В спектрах ЯМР 

1
Н  

1-фтор-2-гидростибатрана в CDCl3 в интервале 
температур от -60 до 65

о
С протоны полуколец про-

являются в виде мультиплетных сигналов, соот-
ветствующих спиновой системе 2(ABMN), а в 
ациклическом фрагменте NCH2CH2OH – в виде 
двух триплетов, соответствующих спиновой систе-
ме A’2M’2 [10]. Это свидетельствует о том, что в 
атрановой системе Sb(OCH2CH2)2N с экваториаль-
ным расположением НЭП Sb конформационная 
подвижность полуколец Sb-O-C-C-N затруднена, а 
координационный контакт O(3)Sb(1) легко ми-
грирует по обеим сторонам НЭП Sb, усредняя хи-
мические сдвиги протонов в группах OCH2 и NCH2. 
На тесное расположение полуколец указывает 
величина угла O(1)Sb(1)O(2) – 98,5

о
, в то время 

как в кристаллах силатранов значения углов 
OSiO cоставляют 118–120

о 
[30]. Угол 

O(1)Sb(1)O(3) меньше 90
о
, а O(2)Sb(1)O(3) со-

ставляет 141,9
о
, что визуализирует положение 

НЭП Sb между этими атомами кислорода. При 
этом геометрия валентного окружения вокруг 
атома азота в 1-фтор-2-гидростибатране даже 
ближе к тетраэдрическому, чем в силатранах с 
сильной координационной связью SiN (углы  
С-N-C в среднем составляют соответственно 
111,2 и 113–114

о 
[30]).  

Наблюдающаяся в спектре ЯМР 
1
Н 1-фтор-2-

гидростибатрана при температуре от 75 до 
120 ºС в ДМСО-d6 прототропная таутомерия с 
попеременной быстрой миграцией протона (раз-
рывом-восстановлением гетероциклических свя-
зей Sb–O) осуществляется, по-видимому, с раз-
рывом координации N(1)Sb(1) [10]. Однако это 
не способствует завершению реакции с разры-
вом связи Sb-F и смещением НЭП Sb в аксиаль-
ное положение, что свидетельствует о значи-
тельном энергетическом барьере на пути этого 
превращения:  
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Межмолекулярное взаимодействие в эле-

ментарной ячейке кристалла и положение атома 
F в молекулах иллюстрирует рис. 2. В кристалле 
можно выделить цепочки, сформированные по-
средством межмолекулярных водородных свя-
зей ОН···О длиной 2,219 Å. Атом водорода Н(7) 
находится почти на линии, соединяющей атомы 
О(2) и О(3) (2,756(3) Å) соседних молекул, угол 
О(2)Н(7)О(3) равен 158,5

о
.  

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
В кристаллической структуре 1-фтор-2-

гидростибатрана межмолекулярная водородная 
связь атома водорода 2-гидроксиэтильной груп-

пы каждой молекулы с кислородным атомом од-
ного из пятичленных циклов Sb-OCH2CH2-N со-
седней молекулы является, по-видимому, след-
ствием внутримолекулярной координации 

O3Sb(1), уменьшающей степень связывания 
атомов O(3) и H(7). Координационный контакт 
атомов Sb(1) и O(3) может быть представлен как 
незавершенная нуклеофильная атака атома кис-
лорода на атом Sb типа SNi, а полиэдр атома 
сурьмы – как переходный от бисфеноида до три-
гональной пирамиды Sb(O3)N с атомом азота в 
вершине и тремя атомами кислорода в основа-
нии.  
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Резюме: Приведены результаты потенциодинамического исследования анодного поведения цин-
кового сплава Zn0,5Al, легированного молибденом в кислых (0,1 М, рН = 1; 0,01 М, рН = 2; 0,001 М, 
рН = 3), нейтральных (0,03, 0,3, 3%; рН = 7) и щелочных (0,001 М, рН = 10; 0,01 М, рН = 11; 0,1 М, 
рН = 12) средах электролитов HCl, NaCl и NaOH. В потенциодинамическом режиме со скоростью 
развертки электродного потенциала 2 мВ/с выявлено, что для всех образцов сплавов Zn0.5Al-Mo, 
содержащих от 0,01 до 1,0% масс. молибдена, наблюдается смещение потенциалов коррозии, 
питтингообразования и репассивации, причем в кислых и щелочных средах происходит смещение 
в область отрицательных значений, в нейтральной среде – в область положительных значений. 
Установлено, что при повышении концентрации электролитов рассматриваемые потенциалы 
значительно смещаются в область отрицательных значений во всех средах – кислых, нейтраль-
ных и щелочных. Данная зависимость связана с особенностями механизма анодного растворения 
сплавов по мере формирования оксидной пленки на их поверхности. Показана важная роль зависи-
мости стационарного потенциала свободной коррозии сплавов от времени в установлении пас-
сивности поверхности в кислых, нейтральных и щелочных средах. Определено, что цинковые 
сплавы, легированные молибденом, устойчивы к питтинговой коррозии во всех исследованных 
средах. Особенно высокой оказывается устойчивость в кислой (0,001 М), нейтральной (0,03%) и 
щелочной (0,001 М) средах электролитов HCl, NaCl и NaOH. Показано благоприятное влияние мо-
либдена на анодное поведение цинкового сплава Zn0.5Al и повышение коррозионной стойкости 
сплавов в целом. Скорость коррозии легированных (0,01–1,0% масс.) молибденом сплавов в 2–2,5 
раза меньше, чем у нелегированного сплава Zn0.5Al. Предложенные составы сплавов Zn0.5Al-Mo 
могут использоваться в качестве протекторов для защиты от коррозии стальных изделий и 
конструкций. 
 

Ключевые слова: сплав Zn0.5Al с молибденом; кислая, нейтральная и щелочная среды; потенциа-
лы коррозии и питтингообразования; потенциодинамическое исследование; скорость коррозии; 
анодное поведение сплавов  
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Abstract: The paper presents the results of a potentiodynamic study of the anodic behaviour of Zn0.5Al 
doped with molybdenum in the acidic (0.1 M, pH = 1; 0.01 M, pH = 2; 0.001 M, pH = 3), neutral (0.03, 0.3, 
3%, pH = 7) and alkaline (0.001 M, pH = 10; 0.01 M, pH = 11; 0.1 M, pH = 12) media of HCl, NaCl and 
NaOH electrolytes. In the potentiodynamic mode with an electrode potential sweep rate of 2 mV/s, all 
Zn0.5Al-Mo samples containing from 0.01 to 1.0 wt% of molybdenum demonstrated a shift in the potentials 
of corrosion, pitting formation and repassivation. These potentials shift towards negative values in acidic and 
alkaline media, while shifting to positive values in a neutral medium. It was established that an increase in 
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the concentration of electrolytes led to a shift of all the considered potentials towards negative values in all 
media – acidic, neutral and alkaline. This dependence is associated with the specific features of the process 
of anodic dissolution of alloys during the formation of an oxide film on their surface. The significance of the 
dependence of the stationary potential of free corrosion of alloys on time for establishing the passivity of sur-
faces in acidic, neutral and alkaline media was shown. It was determined that zinc alloys doped with molyb-
denum are resistant to pitting corrosion in all the investigated media. This resistivity is particularly high in 
acidic (0.001 M), neutral (0.03%) and alkaline (0.001 M) media of HCl, NaCl and NaOH electrolytes. The 
favourable effect of molybdenum on both the anodic behaviour of Zn0.5Al and the overall increase in the 
corrosion resistance of alloys was demonstrated. In comparison with undoped Zn0.5Al alloys, the corrosion 
rate of alloys doped with molybdenum (0.01–1.0 wt%) is 2–2.5 times lower. The proposed compositions of  
Zn0.5Al-Mo alloys can be used as noncorrosive coatings for steel products.  
 

Keywords: molybdenum-doped Zn0.5Al alloys; acidic, neutral and alkaline medium; corrosion and pitting 
potential; potentiodynamic study; corrosion rate; anodic behaviour of alloys  
 

For citation: Obidov ZR, Ibrohimov PR, Rahimov FA, Ganiev IN. Anodic behaviour of Zn0.5Al doped with 
molybdenum in acidic, neutral and alkaline media. Izvestiya Vuzov. Prikladnaya Khimiya i Biotekhnologiya = 
Proceedings of Universities. Applied Chemistry and Biotechnology. 2021;11(2):187–194. (In Russian) 
https://doi.org/10.21285/2227-2925-2021-11-2-187-194 

 
ВВЕДЕНИЕ 
Цинк наиболее часто используется в элек-

трохимических производствах металлопокрытий. 
До 40% мировых запасов цинка расходуется для 
защиты металлоконструкций от коррозии. Цин-
ковые покрытия относятся к анодным и защища-
ют стальные поверхности электрохимически. В 
атмосферных условиях поверхность цинка туск-
неет вследствие образования тонкого слоя окси-
да, защищающего металл от дальнейшего окис-
ления

1
 [1, 2]. 

В настоящее время для защиты от коррозии 
изделий из стали и чугуна применяются металли-
ческие покрытия на основе цинковых и алюминие-
вых сплавов, наносимые на поверхность изделий 
различными методами [3–6]. Наиболее универ-
сальными и распространенными являются цинк-
алюминиевые покрытия типа «Гальфан-1» и 
«Гальфан-2» (сплавы цинка с 5 и 55% масс. алю-
миния) с высокими защитными свойствами, кото-
рые можно наносить горячим методом путем по-
гружения стальных конструкций в расплав покры-
вающего металла [7–9]. С целью повышения кор-
розионной стойкости гальфановых покрытий раз-
работаны новые защитные цинк-алюминиевые 
покрытия с указанными металлами [10–12]. Име-
ются сведения об анодном поведении данных 
сплавов в кислых, нейтральных и щелочных сре-
дах [13–15]. Установлена эффективность их леги-
рования третьими компонентами [16–19].  

В работе [20] сообщается об особенностях 
получения и преимуществах использования 
электрохимических покрытий из сплавов цинка с 
молибденом и оловом. Исследованы особенно-
сти нанесения покрытий Zn-Mo и Zn-Sn и спла-
вов на основе каждого из этих металлов. Выяв-

лено, что такие покрытия имеют преимущества 
по сравнению с покрытиями, образованными 
только одним из металлов. Введение небольшо-
го количества молибдена в состав цинкового по-
крытия в процессе электролиза дает возмож-
ность получать покрытия Zn-Mo-сплавов, кото-
рые отличаются более высокой защитной спо-
собностью, чем только цинковые покрытия [21]. 
Показана эффективность их использования в 
атмосферных условиях повышенной жесткости 
(морские среды, приморские зоны, тропики и 
другие факторы внешней среды) [20]. 

В научной литературе и в сети Интернет 
нами не обнаружено сведений, относящихся к 
влиянию молибдена на анодное поведение эв-
тектоидного сплава Zn0.5Al. Исходя из этого в 
качестве легирующего компонента сплава 
Zn0.5Al был выбран молибден. 

Цель настоящей работы заключалась в ис-
следовании влияния добавок молибдена на 
анодное поведение сплава Zn0.5Al и разработке 
оптимального состава сплавов, которые могут 
использоваться в качестве эффективных покры-
тий и протекторов для повышения коррозионной 
стойкости стальных конструкций, изделий и со-
оружений. 

  
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
При изучении анодного поведения сплавов 

давно и продуктивно используются электрохими-
ческие методы исследования, особенно потен-
циодинамические

2
 [22, 23]. Применяя потенцио-

динамические режимы исследования, можно 
оценить в поведении анодного сплава роль 
электродного потенциала в пассивном состоя-
нии. Известно, что важнейшей анодной характе-

   

1
Шлугер А.М., Ажогин Ф.Ф., Ефимов Е.А. Коррозия и защита металлов: учеб. пособие для металлур-

гических специальностей вузов. М.: Металлургия. 1981. 216 с. 
2
Слэндер С.Д., Бойд У.К. Коррозионная стойкость цинка: справочник / пер с англ. Е.В. Проскурина, 

А.И. Литвиновой. М.: Металлургия. 1976. 200 с. 
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ристикой процесса является зависимость кине-
тики растворения защитного покрытия от потен-
циала, важная для избрания способа защиты и 
повышения устойчивости анодного сплава в за-
данных условиях эксплуатации. 

Образцы сплава для исследования были по-
лучены из цинка марки х.ч. (гранулированный), 
алюминия марки А7 и его лигатуры с молибде-
ном (2% Mo) сплавлением в тиглях из оксида 
алюминия в шахтной печи электрического сопро-
тивления типа СШОЛ в интервале температур 
650–750 ºС. Химический анализ компонентов 
состава исследуемых сплавов контролировался 
микрорентгеноспектральным анализом на при-
боре SEM серии AIS 2100 (Южная Корея). Из по-
лученных сплавов в графитовую изложницу от-
ливали стержни диаметром 8 мм и длиной 
140 мм. Боковые части образцов покрывались 
коррозионностойким лаком. Рабочей поверхно-
стью служил торец электрода.  

Потенциодинамическое исследование анод-
ного поведения сплава Zn0.5Al, легированного 
молибденом, проводили в кислых (0,1 М, рН = 1; 
0,01 М, рН = 2; 0,001 М, рН = 3), нейтральных 
(0,03; 0,3; 3%, рН = 7) и щелочных (0,001 М, 
рН = 10; 0,01 М, рН = 11; 0,1 М, рН = 12) средах 
электролитов HCl, NaCl и NaOH. Скорость раз-
вертки электродного потенциала на приборе по-
тенциостат ПИ-50.1.1 составляла 2 мВ/с. Элек-
тродом сравнения служил хлорсеребряный 
(х.с.э.), вспомогательным – платиновый. Методи-
ка электрохимического исследования сплавов 
подробно описана в работах

2
 [22, 24–26]. Схема-

тическое изображение последовательности опе-
раций при снятии поляризационных кривых об-
разцов исследуемых сплавов, на примере спла-
ва Zn0.5Al, легированного 0,05% масс. молибде-
на, представлено на рис. 1. При коррозионно-

электрохимических исследованиях образцы по-
тенциодинамически поляризовали в положи-
тельном направлении от стационарного потен-
циала свободной коррозии (-Есв.кор., В), устано-
вившегося при погружении, до резкого возраста-
ния тока в результате питтингообразования  
(-Еп.о., В). Затем образцы поляризовали в обрат-
ном направлении, в результате чего происходи-
ло подщелачивание приэлектродного слоя по-
верхности сплава (-Ереп., -Екор., В). Наконец, об-
разцы поляризовали в положительном направ-
лении (-Еп.о., В) и получали потенциодинамиче-
ские анодные и катодные поляризационные кри-
вые исследуемых сплавов (см. рис. 1). Далее по 
кривым определяли коррозионно-электрохими- 
ческие потенциалы сплава Zn0.5Al, легированно-
го от 0,01 до 1,0% масс. молибдена. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ  
Зависимость потенциала свободной корро-

зии сплавов от времени играет важную роль в 
установлении пассивности поверхности в раз-
личных средах. Результаты исследования по 
установлению стационарного значения потенци-
ала свободной коррозии сплава Zn0.5Al, легиро-
ванного молибденом, наблюдали в течение 1 ч. 
Для всех исследованных групп сплавов, содер-
жащих 0,01–1,0% масс. молибдена (на примере 
указанной среды), в первые 15 мин наблюдения 
отмечено незначительное смещение потенциала 
в область положительных значений, что объяс-
няется процессом формирования защитной ок-
сидной пленки, который заканчивается через 30–
40 мин от начала (табл. 1, рис. 2). 

 

 
 

Рис. 2. Изменение потенциала свободной коррозии  
во времени сплава Zn0.5Al (1), содержащего молибдена, 
% масс.: 0,01 (2); 0,05 (3); 0,1 (4); 0,5 (5); 1,0 (6),  
в среде 3%-го NaCl 
 

Fig. 2. Time change of free corrosion potential  
of Zn0.5Al (1) alloy, containing molybdenum, % wt.:  
0.01 (2); 0.05 (3); 0.1 (4); 0.5 (5); 1.0 (6)  
in 3% NaCl 

 
В табл. 2 представлены потенциалы корро-

зии (-Екорр., В), питтингообразования (-Еп.о., В) и 
репассивации (-Ереп., В) сплава Zn0.5Al, легиро-
ванного молибденом, в кислых, нейтральных и 
щелочных средах. Видно, что добавки молибде-
на в пределах изученного диапазона способ-
ствуют смещению коррозионно-электрохимичес-

4
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Рис. 1. Потенциодинамические анодные и катодные  
поляризационные кривые сплава Zn0.5Al, содержащего 
0,05% масс. молибдена, в 3%-м электролите NaCl 
 

Fig. 1. Potentiodynamical anodic and cathodic polarization 
curves of Zn0.5Al alloy containing 0.05% wt. of molybdenum, 
in 3% NaCl electrolyte  
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ких потенциалов эвтектоидного сплава Zn0.5Al в 
область отрицательных значений. В результате 
снижается плотность тока коррозии и скорость 
коррозии исходного цинк-алюминиевого сплава 
Zn0.5Al в 1,0–2,5 раза (рис. 3).  

 

 
 

Рис. 3. Зависимость скорости коррозии К∙10-3 (г/м2·ч) 
сплава Zn0.5Al (1), содержащего 0,01 (2), 0,1 (3) и 1,0% 
масс. (4) молибдена от pH среды 
 

Fig. 3. Corrosion rate K∙10-3 (g/m2 h) of the Zn0.5Al (1) alloy 
containing (2) 0.01, (3) 0.1, and 1.0 wt%. (4) of molybdenum 
versus pH 

 
 
 

Введение 0,5 и 1,0% масс. легирующего ком-
понента в исходный сплав Zn0.5Al заметно сдвига-
ет электрохимические потенциалы репассивации, 
питтингообразования и коррозии исходного сплава 
в отрицательном направлении. При этом скорость 
коррозии сплавов несколько растет, но по абсо-
лютной величине последнее (добавка 1.0% масс. 
Mo) не превышает скорости коррозии исходного 
сплава. Следовательно, добавки молибдена в 
пределах 0,01–0,1% масс. снижают скорость кор-
розии сплава Zn0.5Al в 2,0–2,5 раза. Более того, 
указанные составы сплавов наиболее устойчивы к 
питтинговой коррозии, особенно в кислой (0.001 М 
HCl), нейтральной (0,03; 0,3; 3% NaCl) и щелочной 
(0,001 М NaOH) средах (см. табл. 2, рис. 3). 

Изменение скорости коррозии сплава Zn0.5Al, 
легированного молибденом, можно наблюдать  
в кислых, нейтральных и щелочных средах элек-
тролитов HCl, NaCl и NaOH при различных значе-
ниях pH среды. Добавки молибдена в пределах 
0,01–0,1% масс. снижают скорость коррозии спла-
ва Zn0.5Al в 2,0–2,5 раза. Повышение содержания 
легирующего компонента до 1,0% масс. ее не-
сколько увеличивает как в кислой среде, так и в 
щелочной. Наименьшие значения скорости корро-
зии исходного сплава Zn0.5Al с молибденом за-
фиксированы в интервале pH = 5–9 (см. рис. 3). 

Таблица 1. Изменение стационарного потенциала свободной коррозии (-Есв.кор., В) сплава Zn0.5Al 

с молибденом во времени в кислой и щелочной средах  
 

Table 1. Time changes in the free corrosion stationary potential (-Esv. corr., V) of Zn0.5Al alloy  

with molybdenum in acidic and alkaline ambience 
 

Среда 
Добавки Mo 

в сплаве, 
% масс. 

Время выдержки образцов, мин 

1/3 2/3 1 5 15 40 50 60 

0,01 М 
HCl 

– 1,123 1,122 1,117 1,115 1,111 1,110 1,110 1,110 

0,01 1,146 1,144 1,141 1,136 1,125 1,124 1,124 1,124 

0,05 1,155 1,154 1,152 1,147 1,134 1,133 1,133 1,133 

0,1 1,168 1,167 1,165 1,155 1,148 1,147 1,147 1,147 

0,5 1,191 1,191 1,189 1,173 1,166 1,165 1,165 1,165 

1,0 1,203 1,200 1,197 1,186 1,175 1,174 1,174 1,174 

0,01 М 
NaOH 

– 1,056 1,055 1,050 1,050 1,049 1,048 1,048 1,048 

0,01 1,066 1,066 1,065 1,062 1,060 1,060 1,060 1,060 

0,05 1,092 1,091 1,089 1,089 1,086 1,085 1,085 1,085 

0,1 1,114 1,112 1,110 1,105 1,101 1,099 1,099 1,099 

0,5 1,149 1,146 1,143 1,139 1,131 1,126 1,126 1,126 

1,0 1,182 1,179 1,174 1,168 1,160 1,157 1,157 1,157 

 
Таблица 2. Анодные характеристики (х.с.э.) сплава Zn0.5Al, легированного молибденом, в кислых,  

нейтральных и щелочных средах 
 

Table 2. Anodic characteristics (ch.s.e.) of the molybdenum doped alloy Zn0.5Al in acidic,  

neutral and alkaline ambiences 
 

Среда 
Содержание 
Mo в сплаве, 

% масс. 

Электрохимические потенциалы, В (х.с.э.) Скорость коррозии 

-Eсв.кор. -Eкор. -Еп.o. -Eреп. iкор. ·10-2, А/м2 K·10-3, г/м2   ч 

0.001М 
HCl 

– 1,045 1,051 0,912 0,921 0,136 1,65 

0,01 1,057 1,060 0,928 0,933 0,068 0,83 

0,05 1,064 1,065 0,935 0,942 0,074 0,90 

0,1 1,079 1,083 0,952 0,965 0,090 1,10 

0,5 1,093 1,096 0,968 0,973 0,105 1,28 

1,0 1,108 1,114 0,975 0,988 0,118 1,44 

4
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Продолжение таблицы 2 

0,03% 
NaCl 

– 0,960 0,968 0,745 0,759 0,037 0,45 

0,01 0,922 0,937 0,738 0,755 0,019 0,23 

0,05 0,910 0,926 0,715 0,722 0,018 0,22 

0,1 0,900 0,905 0,700 0,705 0,023 0,28 

0,5 0,953 0,961 0,740 0,752 0,029 0,35 

1,0 0,957 0,958 0,742 0,762 0,031 0,37 

0,001 М 
NaOH 

– 1,025 1,033 0,845 0,853 0,116 1,41 

0,01 1,034 1,045 0,863 0,880 0,045 0,55 

0,05 1,052 1,066 0,887 0,899 0,057 0,69 

0,1 1,077 1,082 0,902 0,907 0,058 0,71 

0,5 1,106 1,117 0,934 0,947 0,060 0,73 

1,0 1,129 1,140 0,955 0,970 0,061 0,74 

0,1 М 
HCl 

– 1,190 1,195 1,030 1,036 0,178 2,17 

0,01 1,204 1,210 1,040 1,045 0,089 1,09 

0,05 1,211 1,215 1,045 1,057 0,096 1,17 

0,1 1,215 1,215 1,053 1,064 0,120 1,46 

0,5 1,237 1,240 1,068 1,078 0,137 1,67 

1,0 1,244 1,248 1,075 1,082 0,151 1,84 

3,0% 

– 1,070 1,086 0,779 0,794 0,055 0,67 

0,01 1,039 1,048 0,764 0,785 0,028 0,34 

0,05 1,000 1,020 0,750 0,780 0,027 0,33 

0,1 0,991 0,996 0,718 0,723 0,032 0,39 

0,5 1,058 1,064 0,805 0,811 0,039 0,47 

1,0 1,063 1,075 0,820 0,827 0,041 0,50 

0,1 М 
NaOH 

– 1,210 1,216 0,920 0,936 0,133 1,62 

0,01 1,215 1,218 0,930 0,934 0,052 0,63 

0,05 1,219 1,220 0,967 0,980 0,055 0,67 

0,1 1,238 1,244 0,989 0,995 0,068 0,83 

0,5 1,269 1,272 1,000 1,011 0,075 0,91 

1,0 1,276 1,280 1,110 1,128 0,080 0,97 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Таким образом, легирование используемого 

для защиты от коррозии сплава Zn0.5Al молиб-
деном придает защитному покрытию большую 
анодную устойчивость в кислой, нейтральной и 
щелочной средах. Эффективное торможение той 
или иной стадии процесса коррозии и разруше-
ния поверхности связано с особенностями про-
текания анодного процесса (например, торможе-
ния анодного процесса из-за наступления пас-
сивного состояния). Плотность тока и скорость 
коррозии эвтектоидного сплава Zn0.5Al умень-
шается в 2,0–2,5 раза при введении в него не 

более 0,1% масс. молибдена. Увеличение со-
держания легирующего элемента способствует 
исчезновению достигнутого эффекта и прибли-
жению свойств легированного сплава к свой-
ствам образца (исходного слава). Отмеченный 
эффект оказывается наиболее значим в среде, 
близкой к нейтральной. 

Более того, найденные в результате опытов 
некоторые оптимальные условия (по содержа-
нию легирующего компонента и кислотности 
среды) важны для разработки анодных покрытий 
и протекторов для защиты от коррозии конструк-
ций и изделий из стали и чугуна. 
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Резюме: Выполнено сравнительное исследование химических превращений этанола, ацетона и 
диметилкарбоната в интервале температур 200–300 ºС. Эти соединения широко используются в 
качестве растворителей при обработке растительного сырья. Поэтому знание их поведения в 
реакционной среде актуально для понимания механизма процессов суб- и сверхкритической экс-
тракции растительного сырья и роли растворителей в этих процессах. Установлено, что иссле-
дуемые соединения в определенных условиях выступают как источники свободных радикалов и 
тем самым могут способствовать радикальному разложению основных компонентов раститель-
ной биомассы. Для обнаружения в реакционной среде свободных радикалов использован толуоль-
ный метод Шварца. Показано, что радикальный распад связей в молекулах ацетона и диметил-
карбоната происходит уже при температуре 200 ºС, а в молекулах этанола – только в сверхкри-
тических условиях при температурах выше 250 ºС. Основным процессом при термообработке 
смесей толуола и растворителей являются реакции алкилирования с образованием различных 
алкилбензолов с преобладающим выходом для всех исследованных растворителей ксилолов. В ин-
тервале температур 200–250 ºС наибольшая алкилирующая способность характерна для ацето-
на, наименьшая – для этанола. При температурах более 250 ºС алкилирующая способность рас-
творителей примерно одинаковая при незначительном преобладании для диметилкарбоната. 
Ацетон, в отличие от других растворителей, в условиях процесса наряду с радикальными пре-
вращениями участвует в реакциях нуклеофильного присоединения. Доля продуктов, полученных в 
результате этих реакций при температурах выше 250 ºС, является преобладающей. Основными 
из них являются продукты альдольной и кротоновой конденсации ацетона. На основании резуль-
татов исследования предложены схемы радикального распада молекул растворителей и форми-
рования продуктов термообработки. 
 

Ключевые слова: свободные радикалы, органические растворители, суб- и сверхкритические 
условия, алкилирование, радикальные превращения, толуольный метод 
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Abstract: A comparative study of chemical transformations of ethanol, acetone and dimethyl carbonate was 
performed in a temperature range from 200 to 300 ºC. These compounds are widely used as solvents for 
processing vegetable raw materials. Therefore, knowing their behaviour in a reaction medium is necessary 
to understand the mechanism of sub- and supercritical extraction of the vegetable raw materials and the role 
of solvents in this processуы. It was established that the investigated compounds under certain conditions 
function as a source of free radicals; thus, they can contribute to the radical decomposition of the major 
components in plant biomass. The Schwarz toluene method was used to detect free radicals in reaction me-
dia. It is shown that radical breakdown of bonds in the acetone and dimethyl carbonate molecules occurs 
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already at a temperature of 200 ºC, and in ethanol – only under supercritical conditions at temperatures over 
250 ºC. Alkylation is the main reaction occurring during the thermal treatment of toluene and solvents mix-
tures, which leads to a high yield of various alkylbenzenes for all investigated xylene solvents. In a tempera-
ture range from 200 to 250 ºС, acetone has the highest alkylating capability and ethanol – the lowest one. At 
temperatures above 250 ºС, the alkylating capability of solvents is similar, with a slight prevalence of that of 
dimethyl carbonate. Unlike other solvents, acetone participates in nucleophilic addition reactions along with 
radical transformations under process conditions. The products obtained as a result of these reactions at 
temperatures above 250 ºC are predominant. The main ones are the products of the aldol and crotonic con-
densation of acetone. Based on the results of a study, the pathways of the radical decomposition of solvents 
molecules and the formation of products of thermal treatment were proposed. 
 

Keywords: free radicals, organic solvents, sub- and supercritical conditions, alkylation, radical transfor-
mations, toluene method  
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ВВЕДЕНИЕ  
Развитие промышленного производства со-

провождается серьезными экологическими про-
блемами и приводит к нехватке энергии, в том 
числе жидкого топлива, в связи с чем разработка 
экономически и экологически целесообразного 
процесса производства топлива из альтернатив-
ного сырья имеет большое значение

1
 [1, 2]. В 

качестве сырья определенный интерес пред-
ставляет биомасса, являющаяся многотоннаж-
ным возобновляемым органическим ресурсом. 

Одним из наиболее перспективных методов 
переработки биомассы в жидкое топливо явля-
ется ее сжижение в суб- и сверхкритических 
условиях с использованием неорганических [3–7] 
и органических растворителей. В качестве по-
следних применяют спирты [8–10], кетоны 
[11, 12], сложные эфиры [13] и др. Преобразова-
ние биомассы в жидкое топливо в суб- и сверх-
критических условиях представляет собой слож-
ный комплекс термохимических превращений 
органических соединений [14, 15]. Уточнение ме-
ханизмов этих превращений должно привести к 
лучшему пониманию процесса преобразования.  

Применительно к этанолизу предложенные 
на сегодняшний день механизмы превращения 
компонентов биомассы лигноцеллюлозы пред-
полагают в условиях процесса, независимо от 
температурного диапазона, наличие кислой сре-
ды, обеспечивающей гидролиз полисахаридов и 
лигнина с образованием низкомолекулярных 
продуктов. Практически не рассматривается 
возможность протекания в условиях процесса 
радикальных превращений компонентов лигно-
целлюлозы и растворителя, хотя известно, что 
при пиролизе древесины гомолитический разрыв 
гликозидных связей в полисахаридах наблюда-

ется уже при температуре 200 ºС
2
 [16]. С высо-

кой интенсивностью эти процессы протекают в 
интервале 275–290 ºС, т.е. применительно к эта-
нолизу – в сверхкритических условиях. В этих 
условиях инициатором радикальных превраще-
ний может быть этанол. Об образовании радика-
лов водорода и гидроксила из суб- и сверхкрити-
ческого этанола упоминается в работе [17], но 
при этом экспериментально гомолиз связей под-
твержден только для сверхкритических условий.  

Термическое разложение ацетона изучено 
более детально, чем этанола. Оно, как и фото-
химическое разложение, является классическим 
примером реакций с участием свободных ради-
калов. Гомолиз связей в молекуле ацетона при 
термообработке в газовой фазе сопровождается 
образованием радикалов водорода, ацетила и 
метила. Однако механизм термических превра-
щений в газовой фазе может отличаться от пре-
вращений во флюидной среде. Применительно к 
условиям суб- и сверхкритической обработки 
лигноцеллюлозного сырья ни механизм процес-
са, ни состав продуктов, образующихся с участи-
ем ацетона, детально не исследованы.  

Отличительной особенностью диметилкар-
боната является высокая метилирующая  
способность с минимальным образованием по-
бочных токсичных продуктов, что и объясняет 
его использование в качестве алкилирующего 
реагента [18]. Процесс электрофильного С- и  
О-алкилирования проводят в щелочной среде 
при относительно низких температурах – до 
200 ºС. Как растворитель для процесса термо-
химической обработки растительной биомассы 
диметилкарбонат малоизвестен. Ряд работ, 
например, [13, 19], посвящен изучению возмож-
ности его применения в качестве алкилирующего 
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агента при изучении строения лигнина и химиче-
ских превращений биомассы соломы пшеницы. 
Вместе с тем механизм превращений диметил-
карбоната в условиях обработки и влияния полу-
ченных продуктов на лигноцеллюлозное сырье в 
процессе обработки недостаточно изучен. Пред-
положения об образовании свободных радика-
лов при гомолизе связей в молекуле диметил-
карбоната в сверхкритических условиях выска-
заны в работе [20]. Информации об исследова-
ниях возможности осуществления данного про-
цесса в субкритических условиях не найдено. 
Целью настоящей работы являлось сравнитель-
ное исследование химических превращений эта-
нола, ацетона и диметилкарбоната в суб- и 
сверхкритических условиях. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Эксперимент выполнен в автоклаве объемом 

8 см
3
, изготовленном из нержавеющей стали. 

При термообработке смеси толуол : раство-
ритель в автоклав заливали 1 см

3
 толуола 

(ч.д.а.) и 7 см
3
 растворителя. Температура обра-

ботки – 200, 230, 250, 280, 300 ºС. При термооб-
работке смеси растворитель : йод в автоклав 
загружали 0,2 г йода и приливали 7 см

3
 раство-

рителя. Температура обработки – 280 ºС. 
После загрузки смеси автоклав герметично за-

крывали, встряхивали и помещали в предваритель-
но нагретую керамическую печь. Скорость нагрева 
автоклава – 20 ºС/мин, охлаждения – 50 ºС/мин. 
Продолжительность обработки – 10 мин.  

После охлаждения автоклава состав смеси 
анализировали на хроматографе 7820 А с селек-
тивным масс-спектрометрическим детектором 
НР 5975 («Agilent Technologies», США) с исполь-
зованием кварцевой колонки 30000×0,25 мм со 
стационарной фазой (95% диметил – 5% дифе-
нилполисилоксан).  

Условия анализа смеси толуол : раство-
ритель: подъем температуры с 50 до 200 ºС – со 
скоростью 10 ºС/мин, выдержка в течение 10 мин 
при температуре 200 ºС.  

Условия анализа смеси растворитель : йод: 
температура – 60 ºС, выдержка в течение 10 мин. 

Идентификацию соединений осуществляли с 
использованием библиотеки масс-спектров 
NIST 11. Относительное содержание идентифи-
цированных соединений вычисляли по площа-
дям пиков без корректирующих коэффициентов 
чувствительности. 

 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Изучение химических превращений органи-

ческих растворителей в смеси с толуолом вы-
полнено в интервале температур 200–300 ºС, 
т.е. в суб- и сверхкритических условиях исследу-

емых растворителей (табл. 1).  
 

Таблица 1. Критические параметры растворителей [21, 22] 
 

Table 1. Critical parameters of the solvents [21, 22] 
 

Растворитель 
Температура, 

ºС 
Давление, 

МПа 

Ацетон 235,0 4,80 
Диметилкарбонат 274,9 4,63 
Этанол 243,0 6,39 

 
Задачей исследования являлось подтвер-

ждение или опровержение предположения о том, 
что термохимические процессы с использовани-
ем исследуемых растворителей в суб- и сверх-
критических условиях имеют радикальный меха-
низм. Для обнаружения в реакционной среде 
свободных радикалов был использован толуоль-
ный метод Шварца, основанный на образовании 
при взаимодействии толуола со свободными ра-
дикалами стабильного бензильного радикала (1), 
не способного инициировать радикальный раз-
рыв связей

3
. Для него предпочтительнее реак-

ции рекомбинации с присутствующими в реакци-
онной среде радикалами с образованием раз-
личных соединений, в том числе продукта диме-
ризации – дибензила (2): 
 

RH+C6H5CH2R+C6H5CH3
 

(1) 

C6H5CH2CH2C6H52 C6H5CH2
 

(2) 

 
Присутствие дибензила в составе продуктов 

термообработки смеси однозначно свидетель-
ствует о наличии в реакционной среде свобод-
ных радикалов, источником которых является 
растворитель. 

В результате выполненного исследования 
установлено, что состав продуктов термообра-
ботки смесей толуола и исследуемых раствори-
телей определяется прежде всего природой рас-
творителя и температурой процесса. 

При анализе состава продуктов обработки 
смеси толуола и этанола выявлено, что химиче-
ские превращения толуола интенсивно протека-
ют при температурах выше 230 ºС, т.е. в сверх-
критических для этанола условиях (табл. 2).  

После обработки смеси в субкритических 
условиях в интервале 200–230 ºС дибензил не 
обнаружен, а продукты превращения толуола 
представлены этилбензолом и ксилолами с со-
держанием близким содержанию в исходном то-
луоле. С повышением температуры содержание 
толуола в смеси снижается, а состав продуктов 
его превращений становится более разнообраз-
ным (см. табл. 2). 

 
   

3
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ществ и нефтепереработки: учебник для вузов; 3-е изд., исправл. и доп. СПб.: Лань. 2014. 896 с. 
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Таблица 2. Состав продуктов термообработки смеси толуола и этанола, % отн.  

на сумму идентифицированных соединений 
 

Table 2. Composition of heat treatment products of toluene/ethanol mixture, % relative content  

calculated for the total amount of identified compounds 
 

Продукты обработки 
Температура, ºС 

200 230 250 280 300 

Толуол 99,2 98,1 92,0 86,5 86,7 
Этилбензол 0,1 ‒ 0,1 0,4 0,2 
Ксилолы 0,7 1,9 6,2 8,9 8,2 
Этилтолуолы ‒ ‒ 0,2 0,6 1,1 
Пропилбензол ‒ ‒ ‒ 0,4 0,5 
Триметилбензолы ‒ ‒ 1,5 2,2 2,4 
Крезолы ‒ ‒ ‒ 0,4 0,2 
Бензиловый спирт ‒ ‒ ‒ 0,1 0,1 
1-бензилэтанол ‒ ‒ ‒ 0,2 0,2 
Дибензил ‒ ‒ ‒ 0,3 0,3 

 
Продукт димеризации бензильного радикала 

обнаружен после обработки смеси при 280 ºС. По-
скольку присутствие дибензила является убеди-
тельным доказательством гомолиза связей этано-
ла с образованием свободных радикалов, то для 
объяснения состава полученных продуктов может 
быть предложен следующий механизм процесса. 

Известно, что при термолизе или облучении 
светом в молекулах органических соединений про-
исходит гомолиз прежде всего наиболее слабых 
связей. Применительно к молекуле этанола – это 
разрыв С‒О-связи с образованием радикалов эти-
ла и гидроксила (3) и С‒С-связи с образованием 
метильного и гидроксиметильного радикалов (4): 

 

CH3CH2OH C2H5 + OH
 

(3) 

+CH3CH2OH CH3 CH2OH
 

(4) 
 

Наличие в реакционной среде алкильных ра-
дикалов экспериментально подтверждено при об-
работке смеси этанола и йода при 280 ºС. В соста-
ве продуктов обработки методом ГХ-МС обнару-
жены йодметан и йодэтан.  

Присутствие изомерных алкилбензолов обу-
словлено, вероятно, наличием в реакционной сре-
де резонансных структур бензильного радикала, 
обеспечивающих его стабилизацию с участием  
π-системы бензольного кольца. При рекомбинации 
этих структур с метильным

 
радикалом происходит 

образование о- и п-ксилолов, этилбензола и  
триметилбензолов (5) с доминирующим содержа-
нием ксилолов, а с этильным радикалом – о- и  
п-этилтолуолов и пропилбензола (см. табл. 2):  

 

СН3

СН2

 

(5) 

Суммарная доля продуктов метилирования 
составила более 80% от суммы идентифициро-
ванных продуктов превращения толуола, в то 
время как доля продуктов этилирования – менее 
15%. Преобладающую долю метилпроизводных 
толуола можно объяснить сравнительно высокой 
подвижностью и реакционной способностью ме-
тильных радикалов. Это в совокупности с их бо-
лее высокой концентрацией, в сравнении с бен-
зильными радикалами, обеспечило присутствие 
продуктов метилирования уже при 250 ºС, в то 
время как продукт димеризации последнего об-
наружен при более высоких температурах. 

Содержание продуктов рекомбинации гид-
роксильного радикала и резонансных структур 
бензильного радикала составило менее 5%  
от суммы идентифицированных соединений.  
В их составе выявлены бензиловый спирт, о- и  
п-крезолы.  

Об образовании радикалов водорода из эта-
нола в суб- и сверхкритических условиях сооб-
щено в работе [17]. Подтвердить это в условиях 
проведенного нами эксперимента невозможно. 
Однако косвенным подтверждением выделения 
их в реакционную среду может быть присутствие 
в составе продуктов обработки 1-бензилэтанола. 
Его образование можно объяснить рекомбина-
цией бензильного радикала и радикала, полу-
ченного при гомолизе С-Н-связи, находящейся в 
α-положении к ОН-группе этанола, или при взаи-
модействии любого активного радикала с моле-
кулой этанола (6):  

 

RHCH3CHOHR+CH3CH2OH +
 

(6) 

 
В отличие от этанола ацетон, согласно полу-

ченным данным, проявляет высокую реакцион-
ную способность в субкритических условиях 
(табл. 3). Как следствие, относительное содер-
жание толуола в термообработанной смеси при 
200 °С составило 81,8% отн. При повышении 
температуры обработки содержание толуола 
снижается до 56,6% отн. при 300 ºС. Как показа-
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ли дальнейшие исследования, это происходит в 
первую очередь в результате интенсивного об-
разования продуктов превращения ацетона. От-
носительное содержание толуола в смеси, опре-
деленное без учета продуктов превращения 
ацетона, при повышении температуры в интер-
вале 200–300 º снижается с 87 до 81% отн. 

Образование дибензила наблюдается при 
230 ºС. Полученные результаты можно объяс-
нить, основываясь на известных реакциях с уча-
стием свободных радикалов при пиролизе и ра-
диолизе ацетона [23] и предполагая, что все 
С−С- и С−Н-связи в молекуле ацетона могут 
разрываться. Тогда начальная стадия гомолиза 
может включать следующие реакции: 

 

СН3СОСН3 CH3 COCH3 CH32 CO+ +
 

(7) 

СН3СОСН3 Н СН2СОСН3+
 (8) 

CH3СН3СОСН3 + СН4 + СН2СОСН3  (9) 

 
Гомолиз С−С-связей ацетона с образованием 

метильного и ацетильного радикалов (7) наблюда-
ется уже в субкритических условиях при темпера-
туре 200 ºС, что подтверждается присутствием в 
составе продуктов обработки этилбензола, ксило-
лов и триметилбензолов, чье образование в усло-
виях эксперимента возможно лишь при рекомби-
нации бензильного и метильного радикалов. При 
200 ºС эти соединения являются основными про-
дуктами превращения толуола. С повышением 
температуры обработки состав продуктов стано-
вится более разнообразным, но доминирование по 
содержанию метилпроизводных толуола, и прежде 
всего ксилолов, сохраняется. 

 

Образующийся при гомолизе С−С-связей 
ацетильный радикал также может реагировать с 
окружающими молекулами и свободными ради-
калами с получением диацетила, ацетальдегида, 
ацетона, кетена и др. Однако эти соединения в 
составе продуктов термообработки смеси толуо-
ла и ацетона в интервале 200–300 ºС не обнару-
жены. Вероятно, в условиях эксперимента аце-
тил-радикал полностью диссоциирует на метил-
радикал и оксид углерода (II), как показано на 
схеме (7). 

Появление в реакционной среде ацетониль-
ного радикала является следствием разрыва 
С−Н-связи как при термическом воздействии (8), 
так и при взаимодействии метильного радикала 
с молекулой ацетона (9). Последующие превра-
щения ацетонильного радикала включают реак-
ции димеризации с получением 2,5-гександиона 
(10) и рекомбинации с бензильным радикалом с 
образованием 4-фенил-2-бутанона (11): 

 
(СН3СОСН2)2СН2СОСН32

 (10) 

С6Н5СН2СН2СОСН3СН2СОСН3+СН2С6Н5  (11) 

 
Присутствие в составе продуктов обработки 

бензальдегида и бензилового спирта можно 
объяснить процессами окисления бензильного 
радикала кислородом воздуха. Этого нельзя ис-
ключить, поскольку обработка смеси проводи-
лась не в инертной среде. Согласно схеме (12) 
при разложении образовавшегося при окислении 
гидропероксида бензила выделяются два ради-
кала, дальнейшие превращения которых приво-
дят к образованию бензилового спирта и бен-
зальдегида (13) и (14): 

 
Таблица 3. Состав продуктов термообработки смеси толуола и ацетона, % отн. на сумму идентифицированных 

соединений 
 

Table 3. Composition of heat treatment products of toluene/acetone mixture, % relative content calculated for the total 

amount of identified compounds 
 

Продукты обработки 
Температура, оС 

200 230 250 280 300 

Толуол 81,8 72,4 64,1 58,4 56,6 

Толуол* 87,4 84,5 82,6 82,4 81,4 

Этилбензол 0,9 1,0 0,6 0,6 0,7 

Ксилолы 9,8 9,6 7,0 7,1 6,6 

Триметилбензолы 1,0 1,5 1,3 0,9 2,0 

Бензальдегид ‒ 1,3 1,7 1,3 1,2 

Бензиловый спирт 0,2 0,8 2,5 1,9 1,3 

Дибензил ‒ 0,2 0,3 0,2 0,3 

4-фенил-3-бутен-2-он ‒ 0,1 0,1 0,2 0,6 

4-фенилбутан-2-он ‒ ‒ 0,1 0,2 0,3 

2,5-гександион ‒ ‒ 0,2 0,1 0,2 

4-метил-3-пентен-2-он 5,7 4,9 7,9 15,8 20,5 

4-гидрокси-4-метил-2-пентанон ‒ 8,0 14,0 12,7 8,8 

2,6-диметил-2,5-гептадиен-4-он ‒ 0,3 0,3 0,6 1,0 

* Расчет содержания выполнен без учета продуктов превращения ацетона. 
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OH+C6H5CH2OC6H5CH2OOH
R

H
_
R

С6Н5СН2ООО2+С6Н5СН2
 

(12) 

С6Н5СНО
Н

C6H5CH2OH

C6H5CH2O
R

H
_
R

 

(13) 

C6H5CH2OHOH+С6Н5СН2
 

(14) 

 
В исследуемом интервале температур наряду 

с радикальными превращениями ацетон участвует 
в реакциях нуклеофильного присоединения. Доля 
продуктов, полученных в результате этих реакций 
при 230 ºС, соизмерима с долей продуктов пре-
вращения толуола, а при 300 ºС превышает их со-
держание в 2,5 раза. Основными среди них явля-
ются продукты альдольной и кротоновой конден-
сации двух молей ацетона – 4-гидрокси-4-метил-2-
пентанон и 4-метил-3-пентен-2-он соответственно. 
В меньших количествах выделены продукты аль-
дольной конденсации с последующей дегидрата-
цией трех молей ацетона – 2,6-диметил-2,5-гепта-
диен-4-он, а также бензальдегида и ацетона – 4-
фенил-3-бутен-2-он. С повышением температуры 
доля ненасыщенных продуктов повышается. 

 

Результаты исследования состава продуктов 
обработки смеси толуола и диметилкарбоната 
свидетельствуют о том, что гомолиз связей в 
молекуле диметилкарбоната протекает при бо-
лее низких температурах, чем в молекулах аце-
тона и этанола. Дибензил в следовых количе-
ствах обнаружен уже в составе продуктов обра-
ботки смеси при 200 ºС, что является следстви-
ем наличия в реакционной среде активных сво-
бодных радикалов, источником которых является 
диметилкарбонат (табл. 4).  

Механизмы формирования приведенных в 
табл. 4 продуктов обработки можно представить 
следующим образом. Гомолиз связей в молекуле 
диметилкарбоната (15) сопровождается образо-
ванием метильного, метоксиоксикарбонильного, 
метоксильного радикалов и оксида углерода (IV). 

 

СО2+ОСН3+СН3+СН3 ОСООСН3(СН3О)2СО  
(15) 

 
Присутствие в реакционной среде метильных 

радикалов было подтверждено составом продук-
тов обработки смеси толуол и диметилкарбона-
та, а также результатами обработки смеси диме-
тилкарбоната и йода при 280 ºС.  

Согласно данным ГХ-МС, в составе продук-
тов в преобладающих количествах присутствуют 
метилпроизводные толуола: о- и п-ксилолы, 
триметилбензолы, этилбензол. На их долю при-
ходится около 80% отн. идентифицированных 
продуктов превращения толуола. По содержа-

нию, как и в случае ацетона и этанола, домини-
руют ксилолы. 

Превращения метоксиоксикарбонильного ра-
дикала, полученного на начальной стадии гомо-
лиза, включают реакции рекомбинации с резо-
нансными структурами бензильного радикала с 
образованием метилтолилкарбоната (16) и де-
карбоксилирования с выделением устойчивой 
молекулы СО2 и метоксильного радикала (14). 
Последний при рекомбинации с бензильным ра-
дикалом образует метилбензиловый эфир (17):

 
Таблица 4. Состав продуктов термообработки смеси толуола и диметилкарбоната,  

% отн. на сумму идентифицированных соединений 
 

Table 4. Composition of heat treatment products of toluene/dimethyl carbonate mixture,  

% relative content calculated for the total amount of identified compounds 
 

Продукты 
обработки 

Температура, оС 

200 230 250 280 300 

Толуол 85,1 84,6 84,3 82,4 79,3 
Этилбензол 1,1 1,0 0,8 0,9 1,1 
Ксилолы 8,7 8,8 9,6 9,9 13,1 
Триметилбензолы 1.0 1,1 1,2 1,4 1,9 
Бензальдегид 3,7 2,9 0,6 2,4 1,2 
Бензиловый спирт 0,7 0,8 0,2 0,1 0,1 
Метилбензиловый эфир 0,1 ‒ 0,1 0,2 0,2 
Метилтолилкарбонат 0,3 0,7 1,6 2,1 2,1 
Дибензил 0,1 0,1 0,2 0,4 0,3 
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ОСООСН3

СН3СН2

+ ОСООСН3

 

(16) 

С6Н5СН2ОСН3С6Н5СН2 ОСН3+
 

(17) 

 
Присутствие в составе продуктов обработки 

бензальдегида и бензилового спирта обусловле-
но, вероятно, процессами окисления в условиях 
эксперимента. 

 

 
 
Зависимость выхода продуктов алкилирования толуола 
от температуры: 
1 – смесь с этанолом; 2 – смесь с ацетоном;  
3 – смесь с диметилкарбонатом 
 
Toluene alkylation products yield versus process  
temperature: 
1 – toluene/ethanol; 2 – toluene/acetone;  
3 – toluene/dimethyl carbonate 

 
Таким образом, основным процессом при 

термообработке смесей толуола и исследуемых 
растворителей является алкилирование толуола 
с образованием разнообразных алкилбензолов с 
преобладающим выходом ксилолов. Согласно 

данным рисунка, в интервале температур 200–
250 ºС наибольшая алкилирующая способность 
характерна для ацетона, а наименьшая – для 
этанола. При температурах выше 250 ºС алкили-
рующая способность растворителей примерно 
одинаковая при незначительном преобладании 
для диметилкарбоната. 

 
ВЫВОДЫ 
На основании проведенного исследования 

можно заключить:  
– что рассмотренные растворители в опре-

деленных условиях являются источниками сво-
бодных радикалов; 

– гомолиз связей в молекулах ацетона и ди-
метилкарбоната происходит в суб- и сверхкрити-
ческих условиях, а в молекулах этанола – только 
в сверхкритических условиях при температурах 
выше 250 ºС; 

– основным процессом при термообработке 
смесей толуола и растворителей является мети-
лирование толуола; 

– в интервале температур 200–250 ºС наиболь-
шая алкилирующая способность характерна для 
ацетона, наименьшая – для этанола. При темпера-
турах более 250 ºС она примерно одинаковая для 
всех растворителей;  

– ацетон в условиях процесса наряду с ради-
кальными превращениями участвует в реакциях 
нуклеофильного присоединения. 
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Обоснование условий применения трансглутаминазы 
в технологии формованной продукции  

из обводненного рыбного сырья 
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Резюме: Обоснованы условия применения препарата трансглутаминазы ACTIVA® TG-TI (в соче-
тании со структурообразователями – желатином и хитозанами различной модификации) для 
применения в технологии формованной продукции из обводненного рыбного сырья на примере глу-
боководного объекта промысла – макруруса малоглазого. Показано, что сочетание различных ви-
дов структурообразователей обеспечивает сокращение времени становления гелей при незна-
чительном изменении температур их становления и плавления. Добавление ферментного препа-
рата приводит к образованию термостабильных гелей при увеличении их прочности в 1,5 раза. 
При формировании гелей из мышечной ткани макруруса в присутствии структурообразователей 
различной концентрации происходит снижение количества растворимых мышечных белков, 
наиболее выраженное в присутствии желатина и аскорбата хитозана. Измерения физико-
химических параметров структурированных гелей мышечной ткани макруруса (влагоудерживаю-
щей способности, прочности на разрыв, активности воды) и их органолептические профили пока-
зали, что для использования в технологии формованной рыбной продукции можно рекомендовать 
внесение 3% желатина, 0,06% высокомолекулярного хитозана и 1% препарата трансглутамина-
зы. Перевариваемость белковых компонентов полученных образцов не зависела от процесса фер-
ментирования, суммарное накопление белка составило от 0,38 до 0,56% от массы образца. Общая 
биологическая ценность образцов при изучении их влияния на рост тест-культуры инфузории  
T. pyriformis составила от 78 до 134%.  
 

Ключевые слова: трансглутаминаза, желатин, хитозан, макрурус малоглазый, гелеобразование 
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Application of transglutaminase 
in moulded food processing from waterlogged 

fish raw materials 
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Viktoria V. Kraschenko, Roman V. Esipenko 
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Abstract: Application conditions of the ACTIVA® TG-TI transglutaminase combined with setting agents 
(gelatine and chitosans of various modifications) are substantiated for moulded food processing from water-
logged fish raw materials targeted by deep-water fishery, i.e. giant grenadier (Albatrossia pectoralis). It was 
shown that combining different setting agents ensures time reduction of gel formation with a minor change in 
their development and melting temperatures. Adding an enzyme preparation leads to the formation of ther-
mostable gels with a 1.5-fold increased strength. When forming gels from the grenadier muscle tissue in the 
presence of setting agents of different concentrations, the quality of soluble muscle proteins reduces, most 
prominently with gelatine and chitosan ascorbate. Physicochemical parameters of the structured gels pre-
pared from the muscle tissue of giant grenadier (moisture retention capacity, tensile strength, water activity) 
and their organoleptic profiles were measured. Based on the results, we have shown that adding 3% of gela-
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tine, 0.06% of high-molecular chitosan and 1% of transglutaminase may be employed for processing moul-
ded fish products. The digestibility of the protein components in obtained samples did not depend on fermen-
tation. The overall protein deposition was between 0.38 and 0.56% of the sample mass. The total biological 
value of samples ranged from 78 to 134% when studying their effect on the growth of T. pyriformis testing 
culture. 
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ВВЕДЕНИЕ 
В настоящее время промышленный промы-

сел глубоководных видов рыб имеет большие 
перспективы благодаря оснащению судов со-
временными ярусно-постановочными комплек-
сами. Одним из самых многочисленных глубоко-
водных видов рыб северной части Тихого океана 
является макрурус малоглазый (Albatrossia 
pectoralis) [1]. По данным российских рыболовец-
ких компаний, величину запасов этого объекта 
характеризует возможность вылова до 30–40 т в 
сутки, тогда как для традиционных объектов 
средний результат составляет 4–6 т в сутки. Так-
же, по мнению сотрудников компании «Восток 1», 
макрурусы в недалеком будущем составят кон-
куренцию минтаю, самому массовому объекту 
Дальневосточного бассейна (http://www.vos-
tok1.com/produktsiya/makrurus/). Однако макруру-
сы, несмотря на хорошие питательные свойства 
и большие запасы, остаются недоиспользован-
ными из-за особенностей их химического соста-
ва: высокой обводненности мышечной ткани и 
неспособности миофибриллярных белков удер-
живать воду при различных способах технологи-
ческой обработки [2].  

Ранее нами была показана целесообраз-
ность сочетания двух различных типов структу-
рообразователей – желатина и хитозана – в тех-
нологии желеобразных продуктов типа студней 
из мышечной ткани макруруса малоглазого. По-
лученные студни имеют доказанные высокие 
биологическую ценность, питательные и органо-
лептические качества [3, 4]. Тем не менее дан-
ный вид кулинарной продукции имеет ограни-
ченный потребительский спрос, предпочтитель-
ными являются формованные рыбные изделия, 
выдерживающие тепловую обработку без потери 
текстуры. Такие продукты из глубоководных 
объектов могут быть получены с помощью про-
цесса реструктурирования с использованием 
фермента, обеспечивающего межмолекулярные 
белковые сшивки – трансглутаминазы (ТГ). Од-
нако концентрация миофибриллярных белков в 
мышечной ткани макруруса настолько мала, что 
под действием вносимой экзогенной ТГ образу-
ющиеся белковые сшивки не обеспечивают до-
статочного укрепления структуры и повышения 
влагоудерживающей способности (ВУС) [3, 5, 6].  

Известно, что желатин является хорошим 
субстратом для ТГ, а сшивки образуются между 
молекулами различных белков (например, между 
желатином и миозином) [7]. Поэтому применение 
желатина в процессе ферментативной реструк-
туризации мышечной ткани целесообразно и 
требует дополнительных исследований. Исполь-
зование различных форм хитозана в этом про-
цессе находится на начальной стадии исследо-
ваний. В настоящее время имеются противоре-
чивые данные об участии молекул хитозана в 
образовании сшивок между ними и молекулами 
белков [8, 9]. В то же время отмечаются полезные 
качества хитозана благодаря его антимикробной и 
антиоксидантной активности, что обеспечивает 
увеличение сроков хранения продукции. 

Цель данной работы – исследование процес-
сов ферментативного структурообразования в 
модельных системах, включающих желатин, 
различные виды хитозана и миофибриллярные 
белки макруруса малоглазого для обоснования 
использования этих процессов в технологии из-
готовления рыбных продуктов. 

  
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Объектом исследований служил макрурус 

малоглазый – Albatrossia pectoralis, выловленный 
в Охотском море в 2019 г. Для исследования 
брали замороженные образцы сроком хранения 
3–4 мес. Масса рыбы целиком составляла  
2–2,4 кг при длине тела – 67–93 см.  

В качестве структурообразователей исполь-
зовали пищевой желатин (ГОСТ 11293-89), вы-
сокомолекулярный (588 кДа) хитозан (ООО 
«ФармОушенЛаб», Россия) в виде его уксусно-
кислого раствора и аскорбат хитозана, получен-
ный в лабораторных условиях по методу, пред-
ставленному в работе [10], а также препарат 
ACTIVA® TG-TI («Аджиномото Ко. Инк.», Япо-
ния). Данный препарат содержит 99% мальто-
декстрина, активность ТГ по гидроксаматному 
методу [11] составляет 42–87 Е/г препарата, 
температурный оптимум – 40–50 ºС, рН-оптимум 
– 5,0–7,0. Согластно рекомендациям, в предва-
рительных экспериментах использовали 1%-ую 
концентрацию препарата. 

Количество растворимого белка определяли 
по методу Лоури. Величину прочности образцов 
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на разрыв Н определяли на приборе Валента 
ВЦ-1 с грибовидным индентором. Активность 
воды Aw определяли на гигрометре Rotronic мо-
дификации HygroPalm HP23-Aw-A при темпера-
туре 21±0,5 ºС. ВУС определяли методом прес-
сования навески под нагрузкой в 1 кг в течение 
10 мин, расчет проводили по отношению разни-
цы масс до и после прессования к массе исход-
ного образца, выражали в процентах. 

При исследовании гелеобразующей способ-
ности точки гелеобразования и плавления об-
разцов оценивали визуально. Образцы помеща-
ли в пробирки, выдерживали на водяной бане 
при скорости повышения температуры воды на 
1 ºС за 2,5±0,5 мин. Температуру, при которой 
гель переходил в жидкое агрегатное состояние, 
отмечали как его температуру плавления, в 
твердое – температуру гелеобразования. 

Для определения степени гидролиза белко-
вых компонентов в полученных продуктах была 
использована модельная система, повторяющая 
последовательность переваривания в желудоч-

но-кишечном тракте при использовании пепсина 
в кислой среде, а трипсина – в слабощелочной 
[12]. Относительную биологическую ценность 
(ОБЦ) исследуемых образцов определяли мето-
дом культивирования инфузорий Tetrahymena 
pyriformis  в растворе 0,1%-й пептонной воды с 
добавлением исследуемых компонентов [13]. 
Динамику роста инфузорий наблюдали в тече-
ние 4 сут., ОБЦ рассчитывали как процентное 
отношение количества выросших инфузорий на 
среде, содержащей исследуемые продукты, к 
контролю (среда с добавлением казеина). 

Для характеристики органолептических 
свойств полученных продуктов использовали 
балльную шкалу, результаты оценки представ-
лены в табл. 1. 

Статистический анализ проводили с исполь-
зованием прикладного пакета Statistica 6. Выбо-
рочные параметры: средняя арифметическая, М; 
стандартное отклонение, σ; объем анализируе-
мой подгруппы, n. Уровень доверительной веро-
ятности – 95%. 

 

Таблица 1. Шкала для определения органолептических показателей образцов структурированных  

рыбных фаршей по групповому дескриптору «консистенция» 
 

Table 1. Scale for determining the organoleptic characteristics of structured minced fish samples  

by the group descriptor «consistency» 
 

Единичные дескрипторы 

Плотность Жесткость Упругость Хрупкость Рыхлость 

Описание Балл Описание Балл Описание Балл Описание Балл Описание Балл 

Плотная 5 
Умеренная 5 Упругая 5 Отсутствует 5 Отсутствует 5 

Уплотненная 4 

Мягковатая 3 Очень 
жесткая 

3 Слабая 3 
Незначи-
тельная 

3 
Незначи-
тельная 

3 
Мягкая 2 

Очень мягкая 1 
Слабо 
выражена 

1 Не упругая 1 Хрупкая 1 Рыхлая 1 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
На отечественном рынке комплексных пище-

вых добавок представлено большое количество 
препаратов ТГ микробиального происхождения 
(мТГ), соответствующих требованиям Техниче-
ского регламента Таможенного Союза ТР ТС 
029/2012 «Требования безопасности пищевых 
добавок, ароматизаторов и технологических 
вспомогательных средств». Наиболее известны 
такие коммерческие марки, как BioBond 
(«Shanghai Kinry Pharmaceutical Co., Ltd.», Ки-
тай); ACTIVA® TG-TI («Аджиномото Ко. Инк.», 
Япония); Revada TG (BDF Natural Ingredients, Ис-
пания). Рекомендации по условиям использова-
ния препаратов при производстве мясных, мо-
лочных и рыбных продуктов  включают парамет-
ры температуры и рН среды [14]. Качество полу-
чаемых ферментированных продуктов напрямую 
зависит от количества использованной добавки: 
как низкое, так и завышенное ее количество при-
водят к нежелательным результатам.  

Физико-химические свойства желатина опре-
деляются пространственной структурой, молеку-
лярно-массовым распределением, условиями 
среды (рН, ионная сила) и реакцией с другими 
компонентами, а функциональные – способно-
стью к гелеобразованию и показателями прочно-
сти геля, временем гелеобразования, темпера-
турами становления и плавления, вязкостью и 
адгезией. Аминокислотный состав желатина сви-
детельствует о высокой концентрации именно 
тех аминокислот (глутаминовая кислота и лизин), 
боковые радикалы которых под действием ТГ 
образуют поперечные сшивки между отдельны-
ми молекулами белков и создают сетчатую 
структуру, удерживающую воду [4, 6]. 

Хитозан способен повышать структурно-
механические свойства пищевых масс, соеди-
нять в упорядоченную уплотненную структуру 
фрагменты продуктов различной влажности

1
 

[15, 16]. При этом использование высокомолеку-
лярного хитозана возможно только в виде его 

   

1
Максимова С.Н., Сафронова Т.М., Полещук Д.В. Хитиновые материалы в технологии водных биоре-

сурсов: учеб. пособие. СПб.: Лань. 2017. 176 с. 
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растворов при рН менее 5. Альтернативой ему 
могут служить низкомолекулярные производные, 
растворимые в воде, в частности, аскорбат хито-
зана. 

Для исследования гелеобразующей способно-
сти желатина и хитозана измеряли температуру 
становления и температуру плавления гелей, а 
также время гелеобразования (рис. 1). После 
набухания в воде желатин нагревали для его рас-
творения, после охлаждения фиксировали проис-
ходящие изменения.  

При 1%-й концентрации желатина образуется 
продукт с выраженной текучестью, с увеличением 
концентрации упругость и плотность гелей возрас-
тают при увеличении температур их становления и 
плавления. После достижения 6%-й концентрации 
желатина гель приобретает повышенную плот-
ность и упругость, становится жестким и ломким. 
Для дальнейших исследований использовали кон-
центрации желатина не выше 6,0%.  

При добавлении мТГ в раствор желатина раз-
ных концентраций становление геля наблюдали в 
течение 3–5 мин при температуре 50 ºС. Плавле-
ния геля не происходило даже при температуре 
инактивации фермента 90 ºС в течение 30 мин и 
более. Это свидетельствует об образовании тер-
мостабильных ковалентных сшивок между белка-
ми. 

Для исследования гелеобразующей способно-
сти комбинированного структурообразователя ис-
пользовали высокомолекулярный кислотораство-
римый хитозан и его водорастворимое производ-
ное – аскорбат хитозана. В качестве растворите-
лей были взяты 1%-ая уксусная кислота и дистил-
лированная вода. Поскольку хитозан в твердофаз-
ном и растворенном состоянии имеет горький вя-
жущий вкус, то его применение в технологии пи-

щевых продуктов ограничено
1
 [15, 16]. Приемле-

мыми органолептическими свойствами обладают 
образцы, в которых количество хитозана не пре-
вышает 0,1%, поэтому дальнейшие исследования 
проводили в диапазоне концентраций раствора 
хитозана 0,0–2,0% (см. рис. 1). С ростом концен-
трации хитозана температуры гелеобразования и 
плавления возрастали. Зависимость этих показа-
телей от концентрации хитозана носила линейный 
характер во всех образцах. Время становления 
плотной гелеобразной структуры занимало от 40 
до 50 мин, в то время как в контрольном образце, 
содержащем только желатин, оно составило  
3–3,5 ч. В ряду концентраций раствора хитозана от 
0,5 до 2,0% гелеобразующая способность комби-
нированного структурообразователя менялась не-
значительно. Так, температура плавления геля при 
увеличении концентрации хитозана от 0 до 2% 
возросла лишь на 12,2%; температура становле-
ния геля при тех же условиях возросла на 7,0%. 

При добавлении мТГ в комбинированный рас-
твор желатина и хитозана становление гелей про-
исходило так же, как в предыдущем случае  – в 
течение 5–7 мин. Плавления гелей также не 
наблюдали при 90 ºС в течение 30 мин и более. 

При использовании аскорбата хитозана отсут-
ствует необходимость его растворения в кислых 
растворах, что является выгодным преимуще-
ством. Исследований процесса реструктуризации 
белковых продуктов с этим препаратом ранее не 
проводилось. При изучении температурных харак-
теристик становления и плавления гелей отличий 
между гелями желатина с добавлением как кисло-
то-, так и водорастворимого хитозанов обнаружено 
не было. При добавлении мТГ в этом случае также 
были получены термоустойчивые продукты. 
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Рис. 1. Температура становления (ряд 1) и плавления (ряд 2) гелей: 
a – при различных концентрациях желатина; b – при различных концентрациях  

хитозана в присутствии 3% желатина 
 

Fig. 1. Temperature of formation (row 1) and melting (row 2) of gels: 
а – at various gelatin concentration; b – at various chitosan concentrations 

in the presence of 3% gelatin 
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Далее полученные гели оценивали по изме-
нению прочностных характеристик (рис. 2). В 
контрольных образцах (без мТГ) наиболее проч-
ными оказались образцы, полученные без до-
бавления хитозана, при этом различия были не-
существенными. Несмотря на то что органолеп-
тическая оценка гелей на основе желатина с 
различными концентрациями и кислото-, и водо-
растворимого хитозана позволяет характеризо-
вать их как плотные и упругие, инструменталь-
ный контроль прочности на разрыв показал сни-
жение этого показателя наиболее значительно в 
случае кислоторастворимого хитозана. Сопо-
ставляя эти результаты с приведенными выше, 
можно говорить о том, что внесение хитозанов 
обоих типов влияет на процессы становления и 
плавления гелей, но не усиливает их прочность. 

 

3  
 

Рис. 2. Зависимость прочности гелей от концентрации 
мТГ: ряд 1 – 5% желатин; ряд 2 – 5% желатин + 2%  
раствор высокомолекулярного хитозана; ряд 3 – 5%  
желатин + 2% раствор аскорбата хитозана 
 

Fig. 2. Dependence of the gels strength on the mTG  
concentration: row 1 – 5% gelatin; row 2 – 5% gelatin + 2% 
solution of high molecular weight chitosan; row 3 – 5% gelatin 
+ 2% solution of chitosan ascorbate 

 
Добавление мТГ приводило к увеличению 

прочности гелей во всех рассмотренных образ-
цах, при этом рост этого показателя имел линей-
ную зависимость от дозы ферментного препара-
та. Наиболее прочные гели были получены в 
присутствии только одного желатина, а наиме-
нее прочные – при добавлении аскорбата хито-
зана. Вероятно, молекулы хитозана не принима-
ют участия в образовании поперечных сшивок, а 
в определенной степени снижают концентрацию 
белкового субстрата, за счет чего может сни-
жаться частота сшивок. 

На основании полученных данных были про-
ведены эксперименты по изучению влияния же-
латина и хитозанов в присутствии мТГ на фор-
мирование структуры мышечной ткани рыб на 
примере макруруса малоглазого, миофибрил-
лярные белки которого, как показано ранее, не 
способны к достаточному влагоудержанию и со-
хранению структуры. За основу способа получе-
ния формованных рыбных продуктов с примене-
нием дополнительных белковых и углеводных 
субстратов была положена ранее разработанная 

технология получения рыбных студней без фер-
ментирования [17]. Для этого макрурус размора-
живали до температуры -5 ºС, разделывали на 
филе, предварительно грубо измельчали, кутте-
ровали 15±2 мин при скорости вращения ножей 
3000 об./мин. В процессе куттерования вносили 
1,5% поваренной соли, подготовленные структу-
рообразователи, препарат мТГ. Полученную 
смесь помещали в полимерные стаканы массой 
150 г, укупоривали их и нагревали до 85 ºС в 
центре образца и выдерживали 5 мин. После 
охлаждения проводили измерения. Полученные 
образцы рассматривали как модельные для по-
лучения полуфабрикатов или продуктов, готовых 
к употреблению. 

Для исследования влияния мТГ на формиро-
вание гелей из мышечной ткани макруруса и их 
физико-химические и органолептические свой-
ства в присутствии различных концентраций же-
латина были приготовлены следующие образцы 
(табл. 2).  

 
Таблица 2. Наименование и состав образцов  

для исследования влияния мТГ (1% от массы)  
на свойства гелей из мышечной ткани макруруса  
 

Table 2. Names and composition of samples for studying 

the effect of mTG (1% by weight) on the properties  
of gels from the grenadier muscle tissue 
 

Шифр 
образца 

Состав образца, % ингредиентов 
к массе фарша 

Желатин 
Высокомо-

лекулярный  
хитозан 

Аскорбат 
хитозана 

А1 2 – – 
А2 3 – – 
А3 5 – – 
Б1 3 0,02 – 
Б2 3 0,03 – 
Б3 3 0,06 – 
В1 3 – 0,02 
В2 3 – 0,03 
В3 3 – 0,06 

 
Как показано ранее, при реакции полимери-

зации в мышечной ткани различных объектов 
происходит снижение содержания растворимых 
белков, что является косвенным подтверждени-
ем прохождения ферментативной реакции [18]. 
На рис. 3 показано изменение количества рас-
творимых белков в полученных образцах. 

В качестве нулевой точки на рис. 3, b и 3, c 
даны образцы, содержащие только 3% желатина 
без хитозанов. Количество растворимого белка в 
присутствии желатина и мТГ действительно 
снижается, что свидетельствует о прохождении 
ферментативной реакции между белками мы-
шечной ткани и желатином. При этом набольшее 
снижение (почти вдвое) показано для 1%-й кон-
центрации желатина. Дальнейший рост концен-
трации желатина приводит к увеличению содер-
жания растворимого белка. Возможным объяс-
нением этого факта является то, что при повы-
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шении концентрации желатина ферментативные 
сшивки в большей степени образуются между 
молекулами этого белка и не затрагивают моле-
кулы миофибриллярных белков макруруса. 

Добавление 2%-х и 3%-х растворов высоко-
молекулярного хитозана в присутствии желатина 
приводит к слабому росту количества белка в 
растворе, однако существенно меньшему, чем 
для образцов в отсутствии структурообразова-
телей (см. рис. 3). Повышение концентрации хи-
тозана до 5% приводит к снижению изучаемого 
показателя, он становится значимо меньше, чем 
полученный в присутствии только одного жела-
тина. Следовательно, можно предположить, что 
хитозан либо сам принимает участие в фермен-
тативной реакции в качестве субстрата, либо 
облегчает образование связей между желатином 
и миофибриллярными белками. 

Поскольку аскорбат хитозана хорошо рас-
творим в воде, в фаршевую смесь его добавляли 

в сухом виде, где он растворялся благодаря 
наличию большого количества воды в самом 
фарше. Количество растворимого белка в об-
разцах с добавлением аскорбата хитозана зна-
чительно снизилось по сравнению с тем, что 
наблюдали в образце сравнения (А2), и было 
почти вдвое меньше, чем в образцах с высоко-
молекулярным хитозаном и желатином, а также 
только с одним желатином. В табл. 3 представ-
лены физико-химические характеристики образ-
цов. При увеличении концентрации желатина от 
2 до 5% прочность полученных образцов воз-
росла в 2 раза. Хотя эта величина почти в 20 раз 
меньше, чем полученная для геля чистого жела-
тина в присутствии мТГ, образцы сохраняли 
форму как до, так и после термообработки. Од-
новременно наблюдалось достоверное увеличе-
ние ВУС несмотря на некоторое увеличение со-
держания воды. 
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Рис. 3. Зависимость содержания растворимого белка в образцах мышечной ткани макруруса 
в присутствии мТГ: a – желатин; b – 3% желатин + высокомолекулярный хитозан; 

c – 3% желатин + аскорбат хитозана 
 

Fig. 3. Dependence of the soluble protein content in grenadier muscle tissue samples in the presence 
of mTG: a – gelatin; b – 3% gelatin + high molecular weight chitosan; 

c – 3% gelatin + chitosan ascorbate 
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Таблица 3. Физико-химические характеристики образцов ферментированной мышечной ткани  

макруруса при добавлении структурообразователей 
 

Table 3. Physicochemical characteristics of fermented grenadier muscle tissue samples with the addition  

of structure formers 
 

Шифр 
образца 

Прочность на разрыв, Н Активность воды, Aw Массовая доля воды, % ВУС, % 

А1  0,5±0,01 0,770±0,41 69,51±4,0 34,20±2,0 
А2 0,83±0,07 0,858±0,40 73,21±3,1 43,52±1,7 
А3 1,01±0,06 0,801±0,57 73,38±4,4 53,14±2,9 
Б1 0,76±0,02 0,902±0,11 73,23±3,0 40,40±2,2 
Б2 1,57±0,02 0,880±0,10 72,78±2,4 45,29±3,0 
Б3 0,83±0,03 0,889±0,13 75,93±2,3 52,07±3,1 
В1 0,16±0,04 0,929±0,21 72,41±1,9 57,43±3,2 
В2 0,27±0,07 0,922±0,27 74,61±2,4 52,23±3,5 
В3 0,35±0,01 0,978±0,25 69,86±2,0 51,92±2,0 

Примечание. n = 4; р < 0,05. 

 
Вода является дисперсной средой для мно-

гих химических реакций и метаболизма микроор-
ганизмов в продуктах питания. Активность воды, 
Aw, влияет на срок годности, безопасность, 
структуру и запах пищевых продуктов [19]. Сни-
жение этого показателя от 1 до 0,2 приводит к 
значительному замедлению химических и фер-
ментативных реакций. Наименьшее значение Aw 
получено для образца с концентрацией желати-
на 2%, при его 3%-й концентрации оно несколько 
увеличивается, а затем вновь снижается до 
0,801, что значительно ниже, чем для фарша 
макруруса без добавок – 0,898. Таким образом, 
мТГ можно рассматривать как реагент, обеспе-
чивающий эффективное водосвязывание в при-
сутствии мышечных белков и желатина. 

Добавление высокомолекулярного хитозана 
в образцы, содержащие 3% желатина, приводи-
ли к неоднозначному изменению их прочности. 
Наиболее значительно возрос этот показатель 
при добавлении 3%-го раствора хитозана, что 
выше, чем у образца с добавлением только 3% 
желатина (образец сравнения). При 2%-й кон-
центрации этот показатель был меньше, а при 
5%-й концентрации совпадал с образцом срав-
нения. Значения Aw были существенно выше, 
чем у образца сравнения при незначительном 
различии между образцами группы Б. Массовая 
доля воды в этих же образцах также была прак-
тически равной, но при этом ВУС возросла. 

По прочности образцы с аскорбатом хитоза-
на были значительно слабее, чем полученные в 
двух предыдущих опытах, что находится в соот-
ветствии с более высоким содержанием воды. 
Однако при этом значительно возросли значения 
ВУС и Aw по сравнению с обоими предыдущими 
опытами. Величины всех результатов достовер-
ны, однако находятся в противоречии друг с дру-
гом. Для объяснения полученной картины необ-
ходимо будет в дальнейшем обратиться к по-
дробному анализу структуры полученных образ-
цов и изучению взаимодействия аскорбата хито-
зана и миофибриллярных белков. 

Результаты сенсорной оценки образцов 

представлены на рис. 4 в виде органолептиче-
ских профилей согласно табл. 1.  

Образцы во всех группах имели приятный 
рыбный запах и вкус. При этом А1 имел плотную, 
но недостаточно упругую консистенцию, при 
нарезании проявлял некоторую рыхлость, ощу-
щения от продукта при разжевывании определя-
лись как суховатые; А2 имел плотную упругую 
консистенцию, был хорошо нарезаем, хорошо 
разжевывался, не вызывал нежелательных ре-
акций; А3 имел плотную и упругую консистен-
цию, при нарезании проявлял повышенную жест-
кость и хрупкость, при разжевывании определя-
лась крупитчатость. По всем исследованным 
свойствам образец А2 имел лучшие показатели 
и был использован в дальнейшей работе. 

В группе Б для образца Б1 показана мягкова-
тая консистенция, недостаточная упругость, по 
текстуре он был сопоставим с плотным суфле, 
хорошо нарезаем, имел незначительное количе-
ство отделившегося прозрачного бульона; Б2 
обладал плотной консистенцией, был хорошо 
нарезаем при незначительном отделении бульо-
на; Б3 имел плотную и жесткую структуру, при 
нарезании был рыхлым, крупитчатым, без отде-
ления бульона. По указанным показателям 
наиболее приемлемым посчитали образец Б2 
несмотря на наличие синерезиса. Этого недо-
статка можно избежать при фасовании в поли-
амидную оболочку, при этом отделившийся бу-
льон будет включаться в структуру продукта в 
процессе охлаждения при перемешивании путем 
барботирования. Образец Б1 можно считать 
приемлемым вариантом при получении текстуры 
типа суфле. 

В группе В образцы В1 и В2 совпали по орга-
нолептическим показателям – имели мягкую не-
упругую консистенцию, сопоставимую с мягким 
суфле мажущей консистенции, имели незначи-
тельную рыхлость, крупитчатость. В3 имел мяг-
коватую, недостаточно упругую консистенцию, 
был рыхлым и крупитчатым. Все образцы имели 
текстуру типа суфле от мягкой до плотной конси-
стенции или жесткого крема. После извлечения 
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из потребительской тары сохраняли форму.  
Наиболее перспективным образцом по физико-

химическим и органолептическим свойствам был 
признан образец Б2, содержащий 3% желатина и 
0,06% высокомолекулярного хитозана.  

При исследовании на перевариваемость пи-
щеварительными ферментами в модельных экс-
периментах было показано, что образование 
низкомолекулярных белковых компонентов по-
сле последовательного переваривания пепсином 
и трипсином образцов, полученных в присут-
ствии мТГ и без нее, было практически одинако-

вым. Суммарное накопление переваренного 
белка составило от 0,38 до 0,56% от массы об-
разца. Это позволяет говорить о том, что полу-
ченные продукты сохранят хорошую усвояе-
мость в желудочно-кишечном тракте. Общая 
биологическая ценность образцов при изучении 
их влияния на рост тест-культуры инфузории 
Tetrahymena pyriformis составила от 78 до 134% 
по отношению к контролю (гидролизату коллаге-
на). Самый высокий показатель получен для об-
разца А2, содержащего фарш макруруса, жела-
тин и мТГ. 

 

  

 
 

Рис. 4. Органолептические профили реструктурированных рыбных продуктов 
по групповому дескриптору «консистенция» (В1 и В3 совпадают) 

 

Fig. 4. Organoleptic profiles of restructured fish products 
by group descriptor «consistency» (B1 and B3 are the same) 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ  
Проведены исследования по воздействию 

мТГ на формирование гелей из мышечной ткани 
макруруса малоглазого в присутствии желатина 
и хитозанов различной модификации – структу-
рообразователей и потенциальных субстратов 
мТГ, образующих межбелковые ковалентные 
сшивки. Получены косвенные доказательства 
протекания ферментативной реакции: снижение 
количества растворимого белка и образование 
прочных термоустойчивых структур. Исследова-
ния показателей, характеризующих технологиче-
ские качества образцов, подтвердили их соот-
ветствие требованиям, предъявляемым к фор-
мованной рыбной продукции. Это позволяет рас-
сматривать мТГ в качестве реагента, обеспечи-
вающего структуризацию и эффективное связы-
вание воды в системе, содержащей лабильные 
мышечные белки макруруса малоглазого, жела-

тин и хитозан. Выявлены оптимальные концен-
трации структурообразователей для получения 
плотных продуктов с упругой консистенцией, хо-
рошо нарезаемых и разжевываемых, с приятным 
рыбным запахом и вкусом, не вызывающих не-
желательных реакций. Исследования влияния на 
рост и развитие тест-организмов – инфузорий 
T. pyriformis, показали, что ОБЦ образцов срав-
нима с установленной для полноценных белков. 
Высокая степень перевариваемости в условиях, 
моделирующих процессы желудочно-кишечного 
тракта, свидетельствует о доступности и усвоя-
емости белков после ферментирования мТГ. Та-
ким образом, проведенные экспериментальные 
работы и полученные данные позволяют дать 
обоснование условий применения мТГ, желатина 
и хитозана в технологии формованных продуктов 
на основе фарша макруруса малоглазого.  
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Резюме: Целью настоящего исследования являлась разработка подходов скрининга высокоспеци-
фичных бактериофагов на основе биоинформационного анализа структур CRISPR-Cas систем 
бактерий на примере Corynebacterium diphtheriae. Предложен алгоритм биоинформационного поис-
ка и анализа структур CRISPR-Cas систем бактерий и скрининга фагов через спейсерные после-
довательности CRISPR-кассет в геномах штаммов Corynebacterium diphtheriae. В качестве объ-
екта выбраны 22 полногеномные последовательности, загруженные из базы данных GenBank. Из 
них у 21 штамма обнаружены CRISPR-Cas системы. При помощи нескольких алгоритмов поиска в 
CRISPR-Cas системах исследуемых штаммов в 23,8% случаев определено наличие одной CRISPR-
кассеты, в 76,2% случаев – двух. Рядом с кассетами идентифицирован полный набор Cas-генов, 
характерный для двух типов систем: Type-I Subtype-I-Е и Type-II Subtype-II-C. Анализ спейсерного 
состава CRISPR-кассет показал наличие от 3 до 42 спейсеров в кассетах. Совокупное количество 
выявленных спейсеров составило 297. Из них 64 спейсера повторялись в двух и более CRISPR-
кассетах, 159 спейсеров не имели повторов. Три пары исследуемых штаммов из данной группы 
имели полное совпадение спейсерных и консенсусных последовательностей, хотя были выделены 
в разное время и в разных странах мира. Для подтверждения их единого происхождения был про-
веден филогенетический анализ. Скрининг фагов через спейсерные последовательности показал 
наибольшее соответствие спейсеров протоспейсерам фагов, специфичных для бактерий семей-
ства Mycobacteriaceae, Gordoniaceae, Streptomycetaceae, Corynebacteriaceae, относящихся к одному 
типу Actinobacteria. Был выявлен один штамм, обладающий множественной антибиотикорези-
стентностью, и с помощью данной технологии определена его предполагаемая устойчивость к 
бактериофагам. Таким образом, разработанная технология биоинформационного анализа позво-
лила получить сведения о предполагаемой устойчивости CRISPR-Cas системы исследуемых 
штаммов к обнаруженным фагам, что в перспективе дает возможность создания платформы для 
разработки подходов персонифицированной фаготерапии. 
 

Ключевые слова: Corynebacterium diphtheriae, бактериофаг, CRISPR-Cas система, спейсер, прото-
спейсер, биоинформатика, антибиотикорезистентность 
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Abstract: This study aims to develop approaches for screening highly specific bacteriophages based on bio-
informatic analysis of CRISPR-Cas structures of bacterial systems using the example of Corynebacterium 
diphtheriae. We proposed an algorithm for bioinformatic search and analysis of CRISPR-Cas structures of 
bacteria systems and phage screening through spacer sequences of CRISPR-cassette in genomes of 
Corynebacterium strains. 22 genome-wide sequences loaded from the GenBank database were selected as 
the target. 21 strains out of 22 had CRISPR-Cas systems. Using several search algorithms in CRISPR-Cas 
systems, one CRISPR-cassette was found in 23.8% of the tested strains and two in 76.2% of cases. Near 
the cassettes, a complete set of Cas-genes was identified, characteristic of two types of systems: Type-I 
Subtype-I-E and Type-II Subtype-II-C. The conducted analysis of the CRISPR-cassette spacer composition 
showed 3 to 42 spacers in the cassette. The cumulative total number of identified spacers amounted to 297, 
64 spacers of which repeated in two or more CRISPR-cassettes, 159 spacers had no replicates. The three 
pairs of strains under study from this group had a complete match of spacer and consensus sequences, alt-
hough they were isolated at different times and in multiple countries. A phylogenetic analysis was performed 
to confirm their common origin. Phages screening through the spacer sequences showed the highest com-
pliance of the spacers with the phages protospacers, characteristic of the bacteria of the Mycobacteriaceae, 
Gordoniaceae, Streptomycetaceae, Corynebacteriaceae family belonging to the Actinobacteria type. One 
strain with multiple antibiotic resistance was identified, and its expected bacteriophage resistance was de-
termined using this method. Thus, the developed bioinformatic analysis technology allowed the information 
on the expected resistance of the tested strains CRISPR-Cas system against the detected phages to be ob-
tained, which in the long term enables the development of a platform of personalised bacteriophage treat-
ment approaches. 
 

Keywords: Corynebacterium diphtheriae, bacteriophage, CRISPR-Cas system, spacer, protospacer, bioin-
formatics, antibiotic resistance 
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ВВЕДЕНИЕ 
Система CRISPR-Cas вот уже несколько лет 

широко применяется в генетической инженерии 
как простая, дешевая и быстрая технология ре-
дактирования генома. В 2020 г. Нобелевский ко-
митет Королевской шведской академии наук 
вручил Нобелевскую премию по химии за один 
из самых востребованных методов современной 
генетической инженерии, известный как «генети-
ческие ножницы», или CRISPR-Cas9. [1]. Однако 
изучение структуры и функционирования систем 
CRISPR-Cas в качестве противовирусных им-
мунных агентов бактерий не менее интересно и 
увлекательно. Данные исследования посвящены 
изучению разнообразия и функциональности 
естественных систем бактерий. 

CRISPR-Cas системы представляют собой 
системы антивирусного иммунитета, которые 
присутствуют в большинстве архей и многих бак-
терий и защищают их от вирусов, мобильных 
генетических элементов и прочей инородной 
ДНК [2]. В организации CRISPR-Cas систем при-
нято выделять три структуры: CRISPR-кассеты, 
лидерную последовательность и кластер Cas-
генов. CRISPR-кассеты представляют собой 
набор коротких повторяющихся последователь-
ностей, в промежутках которых находятся уни-
кальные спейсерные сайты (26–72 п.н.), компле-
ментарные участкам фагов и плазмид, с которы-

ми данная бактерия встречалась и к которым 
может проявлять устойчивость [3]. Спейсеры 
полностью интегрированы в геном клетки и пе-
редаются ее потомкам при делении. Перед 
CRISPR-кассетой расположена лидерная после-
довательность (рис. 1). Данная структура содер-
жит промотор и обеспечивает однонаправлен-
ную транскрипцию CRISPR-кассеты [4].  

Современная классификация CRISPR-Cas 
систем основана на организации кластера Cas-
генов и на особенностях архитектуры кодируе-
мых ими белковых комплексов. Согласно по-
следней версии CRISPR-Cas разделяют на 2 
класса, объединяющих 6 типов [5–7]. Механизм 
действия CRISPR-Cas систем обычно разделяют 
на три стадии [8]: 

1) приобретение новых спейсеров или адап-
тация;  

2) транскрипция CRISPR-кассеты и процес-
синг пре-crРНК на короткие направляющие 
crРНК-фрагменты;  

3) интерференция, во время которой проис-
ходит специфическое распознавание и уничто-
жение чужеродных генетических элементов. 

Эта базовая идея лежит в основе работы 
всех систем CRISPR-Cas, однако, детали у раз-
ных типов и подтипов, а, следовательно, у раз-
ных видов микроорганизмов различаются. 
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Рис. 1. Упрощенная схема строения CRISPR-Cas системы 
 

Fig. 1. Simplified diagram of the structure of the CRISPR-Cas system 

 
Дифтерия – инфекционное заболевание, ко-

торое является одним из самых тяжелых бакте-
риальных инфекций человека. До введения мас-
совой вакцинации она уносила тысячи жизней, 
особенно среди детского населения [9]. В тече-
ние болезни токсинпродуцирующие C. diphtheriae 
локально колонизируют слизистую оболочку и 
производят токсин, который всасывается в кро-
воток и вызывает поражение сердечной мышцы, 
демиелинизацию нервных волокон, что приводит 
к параличу неба и глазных мышц [10]. На сове-
щании ВОЗ в 1993 г. был сделан вывод о том, 
что для ликвидации дифтерии требуется охват 
иммунизацией не менее 90% детей и 75% взрос-
лых

1
. Однако массовый отказ от вакцинации и, 

как следствие, снижение уровня коллективного 
иммунитета способствуют сохранению циркуля-
ции токсигенных C. diphtheriae и возникновению 
спорадических случаев заболевания в опреде-
ленных группах риска. Поскольку вакцинация 
против дифтерии проводится с использованием 
инактивированной формы токсина, считается, 
что она не предотвращает бессимптомную коло-
низацию и скрытую передачу токсигенных штам-
мов патогена, что способствует их циркуляции 
среди населения. Поэтому токсигенные бактерии 
дифтерии по-прежнему остаются объектом ин-
тенсивного эпидемиологического надзора [11].  

Начиная с конца 1990-х гг. во всем мире по-
является все больше информации о возникнове-
нии кожных и инвазивных форм инфекции (бак-
териемия и эндокардит), вызванных нетоксиген-
ными штаммами, смертность от которых дости-
гает более 40% [12, 13]. Можно предположить, 
что появление и распространение данных штам-
мов связано с изменением эволюционной дина-
мики C. diphtheriae, что требует более глубокого 
изучения и понимания популяционной генетики. 

В основе клинического лечения дифтерии 
лежит применение дифтерийной сыворотки, ока-
зывающей антитоксическое действие, тем са-
мым предотвращая или уменьшая системные 
эффекты токсина [14]. Тем не менее противо-
микробное лечение имеет решающее значение, 

поскольку способствует уничтожению как токс-
положительных, так и токс-отрицательных бак-
терий и ограничивает передачу инфекции среди 
населения. Пенициллин и эритромицин являют-
ся препаратами первой линии для лечения диф-
терии. Однако во многих регионах мира все ча-
ще сообщается о снижении восприимчивости 
или полной резистентности C. Diphtheriae к дан-
ным препаратам или возникновению штаммов с 
множественной лекарственной устойчивостью 
[15–18]. При этом нужно учитывать, что гены ан-
тибиотикорезистентности посредством горизон-
тального переноса приводят к возникновению 
устойчивости к противомикробным препаратам 
во множестве сублиний [19]. Таким образом, со-
хранение на фоне проводимой вакцинопрофи-
лактики циркуляции токсигенных форм C. Diph-
theriae, появление тяжелых заболеваний, вы-
званных нетоксигенными штаммами, и распро-
странение штаммов с множественной антибио-
тикорезистентностью диктуют необходимость 
поиска альтернативных методов борьбы с ними. 
В связи с этим в медицинской практике вновь 
возрастает интерес к применению бакте-
риофагов для лечения инфекций бактериального 
происхождения. Изучение структурных и функ-
циональных особенностей CRISPR-Cas системы 
бактерий позволит разработать современные 
подходы в лечении сложных инфекционных за-
болеваний путем создания таргетной фаговой 
терапии. 

Цель данного исследования – разработка 
подходов скрининга высокоспецифичных бакте-
риофагов на основе биоинформационного ана-
лиза структур CRISPR-Cas систем бактерий на 
примере Corynebacterium diphtheriae. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Работу проводили на базе лаборатории мо-

лекулярной вирусологии и биотехнологии НИИ 
биомедицинских технологий Иркутского государ-
ственного медицинского университета. Для до-
стижения указанной цели был разработан кон-
цептуальный дизайн исследований (рис. 2). 

 
   

1
Эпидемия дифтерии в Европе: чрезвычайная ситуация и ответные меры. Отчет о заседании ВОЗ 

(Санкт-Петербург, 5–7 июля 1993 г.). СПб.: б.и., 1993. 162 с. 
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Рис. 2. Схема концептуального дизайна исследований 
 

Fig. 2. Research conceptual design diagram 
 

Объектом служили полногеномные последо-
вательности Corynebacterium diphtheriae, загру-
женных из базы данных GenBank. На исследова-
ние были взяты штаммы, у которых обнаружены 
CRISPR-Cas системы, – 21 из 22  

Для поиска CRISPR-Cas систем использова-
ли методы программного моделирования 
MacSyFinder (Macromolecular SystemFinder, ver. 
1.0.2). Поиск структурных и функциональных ха-
рактеристик Сas-генов осуществляли при помо-
щи вспомогательных программных пакетов 
makeblastdb (ver.2.2.28) и HMMER (ver.3.0). Для 
детекции и анализа CRISPR-кассет в геноме ис-
пользовали онлайн-приложения CRISPI: a 
CRISPR Interactive database (http://crispi.genouest. 
org); CRISPRFinder (http://crispr.u-psud.fr/Server). 
Для поиска фагов расшифрованные спейсерные 
последовательности в формате FASTA были 
загружены в онлайн-приложение CRISPRTarget 
(http://bioanalysis.otago.ac.nz/CRISPRTarget/crispr_a
nalysis.html) и Mycobacteriophage Database 
(http://phagesdb.org/blast/). При филогенетиче-
ском анализе выравнивание и построение дере-

ва было проведено с помощью программы 
MEGA X по методу максимального правдоподо-
бия (ML –Ma-ximum-Likelihood) с использованием 
бутстрэп-анализа (число реплик –1000). Для 
«укоренения» дерева к выборке исследуемых 
организмов добавлены еще два штамма другого 
вида, но одного рода: Corynebacterium 
minutissimum strain NCTC10288 (NZ_LS483460.1) 
и Corynebacterium minutissimum strain 
NCTC10285 (NZ_LR134339.1), которые состави-
ли аутгруппу. 

 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
При анализе было установлено, что в 47,6% 

случаев штаммы Corynebacterium diphtheriae бы-
ли выделены от больных с диагнозом дифтерия 
ротоглотки, в 19,1% случаев – с диагнозом эндо-
кардит, в 4,8% случаев – из смыва из бронхов от 
пациентов с пневмонией на фоне рака легких. В 
28,8% случаев были представлены только отсе-
квенированные геномы коллекционных штаммов. 
При этом у больных с диагнозом дифтерия рото-
глотки Corynebacterium diphtheriae была выделена: 
в 38,1% случаев – из носоглотки, в 14,3% – из смы-
ва из бронхов. У пациентов с диагнозом эндокар-
дит во всех случаях возбудитель был выделен из 
крови, это составило 19% всех случаев.  

При помощи нескольких алгоритмов поиска в 
CRISPR-Cas системах исследуемых штаммов в 
23,8% случаев было определено наличие одной 
CRISPR-кассеты, в 76,2% случаев – двух.  

Рядом с кассетами во всех случаях был иден-
тифицирован полный набор Cas-генов, характер-
ный для систем Type-I Subtype-I-Е (cas2, cas1, 
cas5, cas7, cas6, cse2gr11, cas8, cas3) и Type-II 
Subtype-II-C (cas2, cas1, cas9), что свидетельствует 
о функциональной активности CRISPR-систем ис-
следуемых штаммов (рис. 3, 4). В четырех штам-
мах содержался набор Cas-генов двух типов. 

 

 
 

Рис. 3. Схематичное изображение CRISPR-Cas системы Type-I Subtype-I-E в геноме штаммов  
Corynebacterium diphtheria (данные из GenBank, NZ_LN831026.1) 

 

Fig. 3. Schematic representation of the CRISPR-Cas system Type-I Subtype-I-E in the genome 
of Corynebacterium diphtheria strains (data from GenBank, NZ_LN831026.1) 
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Рис. 4. Схематичное изображение CRISPR-Cas системы Type-II Subtype-II-C 
в геноме штаммов Corynebacterium diphtheria (данные из GenBank, NC_016785.1) 

 

Fig. 4. Schematic representation of the CRISPR-Cas system Type-II Subtype-II-C 
in the genome of Corynebacterium diphtheria strains (data from GenBank, NC_016785.1) 

 
Анализ спейсерного состава CRISPR-кассет 

показал, что количество спейсеров в кассетах 
составляло от 3 до 42. Совокупное количество 
выявленных спейсеров составило 297. Из них 64 
спейсера повторялись в двух и более CRISPR-
кассетах, 159 спейсеров не имели повторов. В 
пяти штаммах внутри кассет регистрировались 
спейсерные повторы. Наличие одинаковых спей-
серов в кассетах различных штаммов может 
свидетельствовать о том, что при встрече бакте-
рий с одним и тем же вирусом или плазмидой из 

их ДНК вырезается и интегрируется в локус 
CRISPR-кассеты в качестве нового спейсера не 
случайно выбранный фрагмент генома, а уни-
версальный. 

Консенсусные последовательности повторов 
всех найденных CRISPR-кассет были достаточно 
разнообразны, что может свидетельствовать как о 
различном происхождении исследуемых штаммов, 
так и о широкой циркуляции данных штаммов и 
обмене генетической информацией между пред-
ставителями одного или разных видов (рис. 5). 

 

 
 

Рис. 5. Консенсусные последовательности повторов CRISPR-кассет штаммов Corynebacterium diphtheriae 
 

Fig. 5. Consensus sequences of CRISPR cassettes repeats of strains Corynebacterium diphtheriae 
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При исследовании CRISPR-кассет вызвало 
интерес следующее: в трех парах исследуемых 
штаммов отмечалось 100%-е совпадение спей-
серных и консенсусных последовательностей 
повторов. При этом в одной паре первый штамм 
был выделен в Индии в 1973 г. из носоглотки 
пациента с диагнозом дифтерия, второй изоли-
рован от больного в Нью-Йорке в 1896 г. По-
следний штамм являлся высокотоксигенным и 
поэтому использовался в лабораторных целях 
для производства токсина. Во второй паре оба 
штамма впервые были выделены в США в 1954 
и 1969 гг. и относились к эталонным коллекцион-
ным. Однако первый штамм отличался наличием 
интегрированного нового спейсера, расположен-
ного около лидерной последовательности. В по-
следней паре оба штамма были выделены в 
Бразилии (Рио-де-Жанейро): один был изолиро-
ван из носоглотки больного дифтерией в 1981 г., 
другой – из образца крови пациента, страдающе-
го смертельным эндокардитом, в 1993 г. Таким 
образом, исследуемые штаммы имели в составе 
CRISPR-кассет спейсеры с одинаковой нукледо-
тидной последовательностью, хотя были выде-

лены в разное время и в разных регионах мира. 
Проведенный анализ подтверждает единое про-
исхождение штаммов, которые в результате цир-
куляции изменялись генетически, приобретая 
новые свойства, но при этом, возможно, сохра-
няли структуру CRISPR-кассеты. Для подтвер-
ждения данного высказывания был проведен 
филогенетический анализ всех исследуемых 
штаммов. Построение дерева проводилось по 
последовательностям 16S rRNA (рис. 6). 

На картине филогенетического древа четко 
прослеживается образование трех кластерных 
групп от одного узла (единого предка). При этом 
каждая исследуемая пара (выделены цветом на 
рисунке) имеет единый внутренний узел и, сле-
довательно, одно происхождение. Таким обра-
зом, мы видим единое происхождение новых 
штаммов, которые в процессе дивергенции при-
обретают новые свойства и признаки, при этом 
сохраняя структуру CRISPR-кассет. Данный под-
ход может быть использован для проведения 
эпидемиологических исследований при рассле-
довании вспышек заболевания. 

 

 
 

Рис. 6. Филогенетическое дерево исследуемых штаммов Corynebacterium diphtheriae 
и Corynebacterium minutissimum (аутгруппа) построенное на основании нуклеотидных последовательностей 16S rRNA 

 

Fig. 6. Phylogenetic tree of the studied strains of Corynebacterium diphtheria and Corynebacterium minutissimum (outgroup), 
built on the basis of 16S rRNA nucleotide sequences 
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В результате скрининга спейсерных последо-
вательностей было установлено, что во всех ис-
следуемых штаммах в CRISPR-кассетах выявлено 
их соответствие протоспейсерам фагов бактерий 
семейства Mycobacteriaceae, Gordoniaceae, Stre-
ptomycetaceae, Corynebacteriaceae, относящихся к 
одному типу Actinobacteria (табл. 1).  

Нужно отметить, что к большинству так назы-
ваемых «древних» спейсеров, которые, как прави-
ло, располагаются отдаленно от лидерной после-
довательности, не было выявлено полного соот-
ветствия протоспейсеров фагов из известных баз 
данных. Анализ бактериофагов показал, что все 
фаги бактерий семейства Gordoniaceae были вы-
делены впервые из почвы. Это объясняется тем, 
что бактерии данного семейства устойчивы к не-
благоприятным условиям существования и участ-
вуют в биоремедиации благодаря способности 
утилизировать хлорароматические соединения. 
Corynebacterium phage были разделены на две 
группы. Первая группа впервые была выделена из 
биовара Corynebacterium pseudotuberculosis Equi 

39, являющегося грамположительным плеоморф-
ным факультативным внутриклеточным патогеном. 
Впервые он был изолирован от буйвола в Египте, у 
которого было диагностировано отечное заболе-
вание кожи. Вторая группа была впервые выделе-
на из обогащенной пробы сточных вод в США 
(штат Алабама). Mycobacterium phage впервые 
были изолированы из почвы в США (штат Колора-
до) в разные годы. Streptococcus phage являлся 
умеренным бактериофагом Streptococcus oralis, 
который был выделен из наддесневого зубного 
налета человека в Швейцарии. В двух штаммах 
спейсеры имели наибольшее соответствие прови-
русному гену фага SK137 (skl). Данный ген (skl) 
кодирует фермент пептидогликангидролазу, участ-
вующий в лизисе пептидогликана грамположи-
тельных бактерий. На основании этого можно 
предположить, что грамположительная Corynebac-
terium diphtheriae приобрела данный спейсер для 
формирования устойчивости к данному фагу 
(табл. 2). 

 
Таблица 1. Разнообразие спейсеров и соответствующих им протоспейсеров фагов 

в геномах штаммов Corynebacterium diphtheria 
 

Table 1. Diversity of spacers and corresponding phage protospacers in the genomes  

of Corynebacterium diphtheriae strains 
 

Спейсер 
Номер доступа 

GenBank 
Протоспейсер 

Номер доступа 
GenBank 

Кол-во 
нуклеотидных 

замен 

Spacer 3_1 Nctc11397 Gordonia phage Phorbesphlower MN175604 2 

Spacer 3_1 Nctc11397 Gordonia phage Kuwabara MN892485 2 

Spacer1_1 
Nz_cp029644.1 

 

Corynebacterium phage Bran MK977714 1 

Spacer2_1 Streptococcus phage PH10 FN391954 4 

Spacer2_1 Phage SK137 Proviralhol gene AM040720 4 

Spacer4_1 Nz_cp038504.1 
Corynebacterium phage LGCM-V8, 
LGCM-V6, LGCM-V9, LGCM-V7,  
LGCM-V5, LGCM-V4, LGCM-V3 

KY624615 
KY624612 
KY624616 
KY624614 
KY624613 
KY624611 
KY624610 

0 

Spacer3_1 
Nz_cp018331.1 

Streptococcus phage PH10 FN391954 4 

Spacer3_1 Phage SK137 Proviralhol gene AM040720 4 

Spacer12_1 Nz_cp039522.1 
Corynebacterium phage LGCM-V8, 
LGCM-V6, LGCM-V9, LGCM-V7,  
LGCM-V5, LGCM-V4, LGCM-V3 

KY624615 
KY624612 
KY624616 
KY624614 
KY624613 
KY624611 
KY624610 

2 

Spacer2_1 Nc_016782.1 

Corynebacterium phage LGCM-V8, 
LGCM-V6, LGCM-V9, LGCM-V7,  
LGCM-V5, LGCM-V4, LGCM-V3,  

LGCM-VI, LGCM-V2 

KY624615 
KY624612 
KY624616 
KY624614 
KY624613 
KY624611 
KY624610 
KY566218 
KY613597 

2 

Spacer1_1 Nc_016800.1 

Corynebacterium phage Stiles MK977710  

5 Corynebacterium phage Dina MK977706 

Corynebacterium phage Stab MK937613 
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Продолжение таблицы 1 

  

Corynebacterium phage Lederberg MK977712 

 Corynebacterium phage Bran MK977714 

Corynebacterium phage Samw MH727560 

Spacer1_1 

Nc_016801.1 

Corynebacterium phage Bran MK977714 1 

Spacer 3_1 Gordonia phage Phorbesphlower MN175604 2 

Spacer 3_1 Gordonia phage Kuwabara MN892485 2 

Spacer 2_1 Nc_016786.1 

Corynebacterium phage LGCM-V8, 
LGCM-V6, LGCM-V9, LGCM-V7,  
LGCM-V5, LGCM-V4, LGCM-V3,  

LGCM-VI, LGCM-V2 

KY624615 
KY624612 
KY624616 
KY624614 
KY624613 
KY624611 
KY624610 
KY566218 
KY613597 

2 

Spacer 12_1 Nc_016789.1 
Corynebacterium phage LGCM-V4, 

LGCM-V3, LGCM-VI, LGCM-V2 

KY624611 
KY624610 
KY566218 
KY613597 

2 

Spacer 1_1 Nc_016790.1 

Corynebacterium phage Stiles 
Corynebacterium phage Dina 
Corynebacterium phage Stab 

Corynebacterium phage  
Troy corynebacterium phage Lederberg 

Corynebacterium phage Bran 
Corynebacterium phage Samw 

MK977710 
MK977706 
MK937613 
MH926061 
MK977712 
MK977714 
MH727560 

5 

 
Таблица 2. Информация об идентифицированных бактериофагах 
 

Table 2. Information on identified bacteriophages 
 

Бактериофаги Источник выделения фага Место выделения фага 

Gordonia phage Phorbes Phlower почва США, Пельсильвания 

Gordonia phage Kuwabara почва 
США: Гринсборо,  

Северная Каролина 

Streptococcus phage PH10 
наддесневой зубной налет  

человека 
Швейцария 

Phage SK137 proviralhol gene профаг Streptococcus mitis Испания, Мадрид  

Corynebacterium phage LGCM-V8, LGCM-V6, 
LGCM-V9, LGCM-V7, LGCM-V5, LGCM-V4, 
LGCM-V3 

кожа больного отеком буйвола Египет 

Corynebacterium phage Stiles 
Corynebacterium phage Dina 
Corynebacterium phage StAB 
Corynebacterium phage Troy 
Corynebacterium phage Lederberg 
Corynebacterium phage Bran 
Corynebacterium phage SamW 

обогащенные пробы сточных вод 
США: Бирмингем,  

Алабама 

 
Полученная информация о количестве и сте-

пени разнообразия бактериофагов свидетельству-
ет о генетических взаимодействиях в эволюцион-
ной истории как между представителями разных 
видов внутри семейства, так и между представи-
телями разных семейств внутри одного типа.  

Интересно отметить, что в CRISPR-кассетах 
исследуемых штаммов наблюдалось соответ-
ствие участка одного спейсера протоспейсерам 
нескольких фагов бактерий одного семейства. 
Это может свидетельствовать о том, что бакте-
рия «разумно» приобретает новые спейсеры из 
участков ДНК, консервативных для фагов бакте-
рий одного семейства. Таким образом, бактерия 
одним спейсером может «защититься» от не-

скольких фагов. 
По данным, представленным в базе данных 

NCBI, один из 22 исследуемых штаммов 
(NC_016800.1) обладал множественной антибио-
тикорезистентностью. Данный штамм имел 
наименьший спейсерный состав (три спейсера) и 
универсальную последовательность консенсус-
ных повторов. При скрининге фагов было опре-
делено, что только первый спейсер имел 
наибольшее соответствие протоспейсерам семи 
Corynebacterium phage, представленным в 
табл. 3. Таким образом, была определена не 
только устойчивость данного штамма к антибак-
териальным препаратам, но и к бактериофагам.  
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Таблица 3. Разнообразие протоспейсеров фагов  

соответствующих первому спейсеру  
в геноме антибиотикорезистентного штамма  
Corynebacterium diphtheria (NC_016800.1) 
 

Table 3. Diversity of phage protospacers  

corresponding to the first spacer  
in the genome  
of antibiotic-resistant strain  
Corynebacterium diphtheria (NC_016800.1) 
 

Спейсер Протоспейсер 
Номер 

доступа 
GenBank 

Spacer 
1_1 

Corynebacterium phage Stiles MK977710 

CorynebacteriumphageDina MK977706 

CorynebacteriumphageStAB MK937613 

CorynebacteriumphageTroy MH926061 

CorynebacteriumphageLederberg MK977712 

CorynebacteriumphageBran MK977714 

CorynebacteriumphageSamW MH727560 

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Таким образом, данный подход позволяет 

провести подробный биоинформационный и 
сравнительный анализ структур CRISPR-Cas си-
стем бактерий, определить их тип, дать полную 
характеристику спейсерных структур CRISPR-
кассет исследуемых бактерий. Cкрининг фагов 
через спейсерные последовательности CRISPR-
кассет в геномах штаммов Corynebacterium 
diphtheriae позволил нам получить информацию 
о генетических взаимодействиях между предста-
вителями разных видов внутри одного типа. 
Данные исследования также позволили опреде-
лить предполагаемую устойчивость CRISPR-Cas 
систем исследуемых штаммов к обнаруженным 
фагам. Дальнейшее применение разработанного 
биоинформационного алгоритма анализа дает 
возможность отбора таргетных фагов и в пер-
спективе позволит создать платформу для раз-
работки технологий персонифицированной фа-
готерапии. 

 
СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ 

1. Ивашко С. Нобелевская премия по химии 
досталась открывателям самого быстрого и точ-
ного метода генетического редактирования // 
Коммерсантъ Наука. 2020. N 33. C. 5.  

2. Makarova K.S., Wolf Y.I., Koonin E.V. Com-
parative genomics of defense systems in archaea 
and bacteria // Nucleic Acids Research. 2013. Vol. 
41. Issue 8. P. 4360–4377. https://doi.org/10.1093/ 
nar/gkt157 

3. Bolotin A., Quinquis B., Sorokin A., Ehrlich 
S.D. Clustered regularly interspaced short palin-
drome repeats (CRISPRs) have spacers of ex-
trachromosomal origin // Microbiology (Reading). 
2005. Vol. 151. Issue 8. P. 2551–2561. https://doi. 
org/10.1099/mic.0.28048-0 

4. Bhaya D., Davison M., Barrangou R. 
CRISPR-Cas systems in bacteria and archaea: ver-
satile small RNAs for adaptive defense and regula-
tion // Annual Review of Genetics. 2011. Vol. 45.  
P. 273–297. https://doi.org/10.1146/annurev-genet-
110410-132430 

5. Makarova K.S., Wolf Y.I., Alkhnbashi O.S., 
Costa F., Shah S.A., Saunders S.J., et al. An updat-
ed evolutionary classification of CRISPR-Cas sys-
tems // Nature Reviews Microbiology. 2015. Vol. 13. 
Issue 11. P. 722–736. https://doi.org/10.1038/nrmic-
ro3569 

6. Shmakov S., Smargon A., Scott D., Cox D., 
Pyzocha N., Yan W., et al. Diversity and evolution of 
class 2 CRISPR-Cas systems // Nature Reviews 
Microbiology. 2017. Vol. 15. Issue 3. P. 169–182. 
https://doi.org/10.1038/nrmicro.2016.184  

7. Koonin E.V., Makarova K.S., Zhang F. Diver-
sity, classification and evolution of CRISPR-Cas 
systems // Current Opinion in Microbiology. 2017. 
Vol. 37. P. 67–78. https://doi.org/10.1016/j.mib.201 
7.05.008  

8. Hille F., Charpentier E. CRISPR-Cas: biology, 
mechanisms and relevance // Philosophical transac-
tions of the royal society B: biological sciences. 
2016. Vol. 371. Issue 1707. https://doi.org/10.1098/ 
rstb.2015.0496 

9. Byard R.W. Diphtheria – 'The strangling an-
gel' of children // Journal of Forensic and Legal 
Medicine. 2013. Vol. 20. Issue 2. P. 65–68. https:// 
doi.org/10.1016/j.jflm.2012.04.006 

10. Zasada A.A. Corynebacterium diphtheriae 
infections currently and in the past // Przegla̧d Epi-
demiologiczny. 2015. Vol. 69. Issue 3. P. 439–444. 

11. Mattos-Guaraldi
 
A.L., Moreira L.O., Damas-

co P.V., Hirata R. Diphtheria remains a threat to 
health in the developing world-an overview // Memó-
rias do Instituto Oswaldo Cruz. 2003. Vol. 98. Issue 
8. P. 987–993. https://doi.org/10.1590/s0074-02762 
003000800001 

12. Zasada A.A. Nontoxigenic highly pathogenic 
clone of Corynebacterium diphtheriae, Poland, 
2004-2012 // Emerging Infectious Diseases. 2013. 
Vol. 19. Issue 11. P. 1870–1872. https://doi.org/10. 
3201/eid1911.130297 

13. Kolodkina V., Titov L., Sharapa T., Grimont 
F., Grimont P.A.D., Efstratiou A. Molecular epidemi-
ology of C. diphtheriae strains during different phas-
es of the diphtheria epidemic in Belarus // BMC  
Infectious Diseases. 2006. Vol. 6. P. 129–137. 
https://doi.org/10.1186/1471-2334-6-129 

14. Sharma N.C., Efstratiou A., Mokrousov I., 
Mutreja A., Das B., Ramamurthy T. Diphtheria // Na-
ture Reviews Disease Primers. 2019. Vol. 5. Issue 1. 
P. 81. https://doi.org/10.1038/s41572-019-0131-y 

15. Paveenkittiporn W., Sripakdee S., Koobkra-
tok O., Sangkitporn S., Kerdsin

 
A. Molecular epide-

miology and antimicrobial susceptibility of outbreak-
associated Corynebacterium diphtheriae in Thai-

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Makarova+KS&cauthor_id=23470997
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Wolf+YI&cauthor_id=23470997
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Koonin+EV&cauthor_id=23470997
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Bolotin+A&cauthor_id=16079334
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Quinquis+B&cauthor_id=16079334
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Sorokin+A&cauthor_id=16079334
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ehrlich+SD&cauthor_id=16079334
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Bhaya+D&cauthor_id=22060043
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Davison+M&cauthor_id=22060043
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Barrangou+R&cauthor_id=22060043
https://www.nature.com/articles/nrmicro3569#auth-Kira_S_-Makarova
https://www.nature.com/articles/nrmicro3569#auth-Yuri_I_-Wolf
https://www.nature.com/articles/nrmicro3569#auth-Omer_S_-Alkhnbashi
https://www.nature.com/articles/nrmicro3569#auth-Shiraz_A_-Shah
https://www.nature.com/articles/nrmicro3569#auth-Sita_J_-Saunders
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28111461/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28111461/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28605718/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28605718/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28605718/
https://www.sciencedirect.com/science/journal/13695274
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27672148/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27672148/
https://www.elibrary.ru/title_about.asp?id=21785
https://www.elibrary.ru/title_about.asp?id=21785
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Byard+RW&cauthor_id=23357389
https://www.sciencedirect.com/science/journal/1752928X
https://www.sciencedirect.com/science/journal/1752928X
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Zasada+AA&cauthor_id=26519837
https://www.researchgate.net/journal/Przeglad-Epidemiologiczny-0033-2100
https://www.researchgate.net/journal/Przeglad-Epidemiologiczny-0033-2100
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mattos-Guaraldi+AL&cauthor_id=15049077
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Moreira+LO&cauthor_id=15049077
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Damasco+PV&cauthor_id=15049077
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Damasco+PV&cauthor_id=15049077
https://www.researchgate.net/journal/Memorias-do-Instituto-Oswaldo-Cruz-0074-0276
https://www.researchgate.net/journal/Memorias-do-Instituto-Oswaldo-Cruz-0074-0276
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Zasada+AA&cauthor_id=24209492
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kolodkina+V&cauthor_id=16911772
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Titov+L&cauthor_id=16911772
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Sharapa+T&cauthor_id=16911772
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Grimont+F&cauthor_id=16911772
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Grimont+PA&cauthor_id=16911772
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Efstratiou+A&cauthor_id=16911772
https://bmcinfectdis.biomedcentral.com/
https://bmcinfectdis.biomedcentral.com/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Sharma+NC&cauthor_id=31804499
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Efstratiou+A&cauthor_id=31804499
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mokrousov+I&cauthor_id=31804499
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mutreja+A&cauthor_id=31804499
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mutreja+A&cauthor_id=31804499
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Das+B&cauthor_id=31804499
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ramamurthy+T&cauthor_id=31804499
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Sangkitporn+S&cauthor_id=31472364
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kerdsin+A&cauthor_id=31472364


Степаненко Л.А., Джиоев Ю.П., Злобин В.И. и др. Разработка подходов скрининга … 
Stepanenko L.A., Dzhioev Yu.P., Zlobin V.I. et al. Development of screening … 

 

 

 
ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 

 
225 

  
 

land, 2012 // Infection, Genetics and Evolution. 
2019.  Vol. 75.  P. 104007. https://doi.org/10.1016/j. 
meegid.2019.104007 

16. Kneen R., Pham N.G., Solomon T., Tran 
T.M., Nguyen T.T., Tran B.L., et al. Penicillin vs. 
erythromycin in the treatment of diphtheria // Clinical 
Infectious Diseases. 1998. Vol. 27. Issue 4. P. 845–
850. https://doi.org/10.1086/514959 

17. Pereira G.A., Pimenta F.P., Wink dos San-
tos F.R., Damasco P.V., Hirata R., Mattos-Guaraldi 
A.L. Antimicrobial resistance among Brazilian 
Corynebacterium diphtheriae strains // Memórias do 
Instituto Oswaldo Cruz. 2008. Vol. 103. Issue 5.  
P. 507–510. https://doi.org/10.1590/s0074-0276200 

8000500019 
18. Husada D., Soegianto S.D.P., Kurniawati 

I.S., Hendrata A.P., Irawan E., Kartina L., et al. First-
line antibiotic susceptibility pattern of toxigenic 
Corynebacterium diphtheriae in Indonesia // BMC 
Infectious Diseases. 2019. Vol. 19. Issue 1. P. 1049. 
https://doi.org/10.1186/s12879-019-4675-y 

19. Hennart M., Panunzi L.G., Rodrigues C., 
Gaday Qu., Baines S.L., Barros-Pinkelnig M., et al. 
Population genomics and antimicrobial resistance in 
Corynebacterium diphtheria // Genome Medicine. 
2020. Vol. 12. Issue 1. P. 107. https://doi.org/10.118 
6/s13073-020-00805-7  

 
REFERENCES 

1. Ivashko S. The Nobel prize in chemistry went 
to the discoverers of the fastest and most accurate 
method of genetic editing. Kommersant" Nauka. 
2020;33:5. (In Russian) 

2. Makarova KS, Wolf YI, Koonin EV. Compara-
tive genomics of defense systems in archaea and 
bacteria. Nucleic Acids Research. 2013;41(8):4360–
4377. https://doi.org/10.1093/nar/gkt157 

3. Bolotin A, Quinquis B, Sorokin A, Ehrlich SD. 
Clustered regularly interspaced short palindrome 
repeats (CRISPRs) have spacers of extrachromo-
somal origin. Microbiology (Reading). 2005;151(8): 
2551–2561. https://doi.org/10.1099/mic.0.28048-0 

4. Bhaya D, Davison M, Barrangou R. CRISPR-
Cas systems in bacteria and archaea: versatile small 
RNAs for adaptive defense and regulation. Annual 
Review of Genetics. 2011;45:273–297. https://doi.org/ 
10.1146/annurev-genet-110410-132430 

5. Makarova KS, Wolf YI, Alkhnbashi OS, Costa 
F, Shah SA, Saunders SJ, et al. An updated evolu-
tionary classification of CRISPR-Cas systems.  
Nature Reviews Microbiology. 2015;13(11):722–
736. https://doi.org/10.1038/nrmicro3569 

6. Shmakov S, Smargon A, Scott D, Cox D, 
Pyzocha N, Yan W, et al. Diversity and evolution of 
class 2 CRISPR-Cas systems. Nature Reviews Mi-
crobiology. 2017;15(3):169–182. https://doi.org/10. 
1038/nrmicro.2016.184  

7. Koonin EV, Makarova KS, Zhang F. Diversity, 
classification and evolution of CRISPR-Cas sys-
tems. Current Opinion in Microbiology. 2017;37:67–
78. https://doi.org/10.1016/j.mib.2017.05.008  

8. Hille F, Charpentier E. CRISPR-Cas: biology, 
mechanisms and relevance. Philosophical transac-
tions of the royal society B: biological sciences. 
2016;371(1707);20150496. https://doi.org/10.1098/ 
rstb.2015.0496 

9. Byard RW. Diphtheria – 'The strangling angel' 
of children. Journal of Forensic and Legal Medicine. 
2013;20(2):65–68. https://doi.org/10.1016/j.jflm.201 
2.04.006 

10. Zasada AA. Corynebacterium diphtheriae  
infections currently and in the past. Przegla̧d  
Epidemiologiczny. 2015;69(3):439–444. 

11. Mattos-Guaraldi
 
AL, Moreira LO, Damasco 

PV, Hirata R. Diphtheria remains a threat to health 
in the developing world-an overview. Memórias do 
Instituto Oswaldo Cruz. 2003;98(8):987–993. https:// 
doi.org/10.1590/s0074-02762003000800001 

12. Zasada AA. Nontoxigenic highly pathogenic 
clone of Corynebacterium diphtheriae, Poland, 
2004-2012. Emerging Infectious Diseases. 
2013;19(11):1870–1872. https://doi.org/10.3201/eid 
1911.130297 

13. Kolodkina V, Titov L, Sharapa T, Grimont F, 
Grimont PAD, Efstratiou A. Molecular epidemiology 
of C. diphtheriae strains during different phases of 
the diphtheria epidemic in Belarus. BMC Infectious 
Diseases. 2006;6:129–137. https://doi.org/10.1186/ 
1471-2334-6-129 

14. Sharma NC, Efstratiou A, Mokrousov I, 
Mutreja A, Das B, Ramamurthy T. Diphtheria. Na-
ture Reviews Disease Primers. 2019;5(1):81. https:// 
doi.org/10.1038/s41572-019-0131-y 

15. Paveenkittiporn W, Sripakdee S, Koobkratok 
O, Sangkitporn S, Kerdsin

 
A. Molecular epidemiolo-

gy and antimicrobial susceptibility of outbreak-
associated Corynebacterium diphtheriae in Thai-
land, 2012. Infection, Genetics and Evolution. 
2019;75:104007. https://doi.org/10.1016/j.meegid.20 
19.104007 

16. Kneen R, Pham NG, Solomon T, Tran TM, 
Nguyen TT, Tran BL, et al. Penicillin vs. erythromy-
cin in the treatment of diphtheria. Clinical Infectious 
Diseases. 1998;27(4):845–850. https://doi.org/10. 
1086/514959 

17. Pereira GA, Pimenta FP, Wink dos Santos 
FR, Damasco PV, Hirata R, Mattos-Guaraldi AL. 
Antimicrobial resistance among Brazilian Coryne-
bacterium diphtheriae strains. Memórias do Instituto 
Oswaldo Cruz.  2008;103(5):507–510.  https://doi. 
org/10.1590/s0074-02762008000500019 

18. Husada D, Soegianto SDP, Kurniawati IS, 
Hendrata AP, Irawan E, Kartina L, et al. First-line 
antibiotic susceptibility pattern of toxigenic Coryne-
bacterium diphtheriae in Indonesia. BMC Infectious 
Diseases. 2019;19(1):1049. https://doi.org/10.1186/ 
s12879-019-4675-y 

https://www.sciencedirect.com/science/journal/15671348
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Pereira+GA&cauthor_id=18797769
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Pimenta+FP&cauthor_id=18797769
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Santos+FR&cauthor_id=18797769
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Santos+FR&cauthor_id=18797769
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Damasco+PV&cauthor_id=18797769
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mattos-Guaraldi+AL&cauthor_id=18797769
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_serial&pid=0074-0276&lng=en&nrm=iso
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_serial&pid=0074-0276&lng=en&nrm=iso
file:///C:/Users/ternovskayaoa/Desktop/BMC%20Infectious%20Diseases
file:///C:/Users/ternovskayaoa/Desktop/BMC%20Infectious%20Diseases
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Makarova+KS&cauthor_id=23470997
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Wolf+YI&cauthor_id=23470997
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Koonin+EV&cauthor_id=23470997
https://dx.doi.org/10.1093%2Fnar%2Fgkt157
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Bolotin+A&cauthor_id=16079334
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Quinquis+B&cauthor_id=16079334
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Sorokin+A&cauthor_id=16079334
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ehrlich+SD&cauthor_id=16079334
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Bhaya+D&cauthor_id=22060043
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Davison+M&cauthor_id=22060043
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Barrangou+R&cauthor_id=22060043
https://www.nature.com/articles/nrmicro3569#auth-Kira_S_-Makarova
https://www.nature.com/articles/nrmicro3569#auth-Yuri_I_-Wolf
https://www.nature.com/articles/nrmicro3569#auth-Omer_S_-Alkhnbashi
https://www.nature.com/articles/nrmicro3569#auth-Shiraz_A_-Shah
https://www.nature.com/articles/nrmicro3569#auth-Sita_J_-Saunders
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28111461/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28111461/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28605718/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28605718/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28605718/
https://www.sciencedirect.com/science/journal/13695274
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27672148/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27672148/
https://www.elibrary.ru/title_about.asp?id=21785
https://www.elibrary.ru/title_about.asp?id=21785
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Byard+RW&cauthor_id=23357389
https://www.sciencedirect.com/science/journal/1752928X
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Zasada+AA&cauthor_id=26519837
https://www.researchgate.net/journal/Przeglad-Epidemiologiczny-0033-2100
https://www.researchgate.net/journal/Przeglad-Epidemiologiczny-0033-2100
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mattos-Guaraldi+AL&cauthor_id=15049077
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Moreira+LO&cauthor_id=15049077
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Damasco+PV&cauthor_id=15049077
https://www.researchgate.net/journal/Memorias-do-Instituto-Oswaldo-Cruz-0074-0276
https://www.researchgate.net/journal/Memorias-do-Instituto-Oswaldo-Cruz-0074-0276
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Zasada+AA&cauthor_id=24209492
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kolodkina+V&cauthor_id=16911772
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Titov+L&cauthor_id=16911772
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Sharapa+T&cauthor_id=16911772
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Grimont+F&cauthor_id=16911772
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Grimont+PA&cauthor_id=16911772
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Grimont+PA&cauthor_id=16911772
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Efstratiou+A&cauthor_id=16911772
https://bmcinfectdis.biomedcentral.com/
https://bmcinfectdis.biomedcentral.com/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Sharma+NC&cauthor_id=31804499
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Efstratiou+A&cauthor_id=31804499
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mokrousov+I&cauthor_id=31804499
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mutreja+A&cauthor_id=31804499
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mutreja+A&cauthor_id=31804499
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Das+B&cauthor_id=31804499
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ramamurthy+T&cauthor_id=31804499
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Paveenkittiporn+W&cauthor_id=31472364
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Sripakdee+S&cauthor_id=31472364
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Koobkratok+O&cauthor_id=31472364
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Sangkitporn+S&cauthor_id=31472364
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kerdsin+A&cauthor_id=31472364
https://www.sciencedirect.com/science/journal/15671348
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Pereira+GA&cauthor_id=18797769
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Pimenta+FP&cauthor_id=18797769
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Santos+FR&cauthor_id=18797769
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Damasco+PV&cauthor_id=18797769
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mattos-Guaraldi+AL&cauthor_id=18797769
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_serial&pid=0074-0276&lng=en&nrm=iso
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_serial&pid=0074-0276&lng=en&nrm=iso
file:///C:/Users/ternovskayaoa/Desktop/BMC%20Infectious%20Diseases
file:///C:/Users/ternovskayaoa/Desktop/BMC%20Infectious%20Diseases


Степаненко Л.А., Джиоев Ю.П., Злобин В.И. и др. Разработка подходов скрининга … 
Stepanenko L.A., Dzhioev Yu.P., Zlobin V.I. et al. Development of screening … 

 

 

226 
 

ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 
 

  
 

19. Hennart M, Panunzi LG, Rodrigues C, 
Gaday Qu, Baines SL, Barros-Pinkelnig M, et al. 
Population genomics and antimicrobial resistance in 

Corynebacterium diphtheria. Genome Medicine. 
2020;12(1):107. https://doi.org/10.1186/s13073-020-
00805-7  

 
СВЕДЕНИЯ ОБ АВТОРАХ  INFORMATION ABOUT THE AUTHORS 

   

Степаненко Лилия Александровна,  
к.м.н., старший научный сотрудник  
лаборатории молекулярной вирусологии  
и биотехнологии,  
НИИ биомедицинских технологий,  
Иркутский государственный медицинский  
университет,  
664003, г. Иркутск, ул. Красного Восстания, 1,  
Российская Федерация, 
 e-mail: steplia@mail.ru 

 Lilia A. Stepanenko,  
Cand. Sci. (Medicine), Senior Researcher,  
Laboratory of Molecular Virology  
and Biotechnology,  
Research Institute of Biomedical Technologies,  
Irkutsk State Medical University,  
1, Krasnogo Vosstaniya St., Irkutsk, 664003,  
Russian Federation,  
 e-mail: steplia@mail.ru 

   

Джиоев Юрий Павлович,  
к.б.н., заведующий лабораторией  
молекулярной вирусологии и биотехнологии, 
НИИ биомедицинских технологий,  
Иркутский государственный медицинский  
университет,  
664003, г. Иркутск, ул. Красного Восстания, 1,  
Российская Федерация,  
e-mail: alanir07@mail.ru 

 Yuri P. Dzhioev,  
Cand. Sci. (Biology), Head of the Laboratory  
of Molecular Virology and Biotechnology,  
Research Institute of Biomedical Technologies,  
Irkutsk State Medical University,  
1, Krasnogo Vosstaniya St., Irkutsk, 664003,  
Russian Federation? 
e-mail: alanir07@mail.ru 

   
Злобин Владимир Игоревич,  
д.м.н., академик РАН,  
заведующий кафедрой микробиологии,  
вирусологии и иммунологии, 
Иркутский государственный медицинский  
университет,  
664003, г. Иркутск, ул. Красного Восстания, 1,  
Российская Федерация,  
e-mail: vizlobin@mail.ru 

 Vladimir I. Zlobin,  
Dr. Sci. (Medicine), Academician of RAS,  
Head of the Department of Microbiology,  
Virology and Immunology,  
Irkutsk State Medical University,  
1, Krasnogo Vosstaniya St., Irkutsk, 664003,  
Russian Federation, 
e-mail: vizlobin@mail.ru 

   
Борисенко Андрей Юрьевич,  
ассистент кафедры микробиологии,  
вирусологии и иммунологии,  
Иркутский государственный медицинский  
университет,  
664003, г. Иркутск, ул. Красного Восстания, 1,  
e-mail: 89500720225@mail.ru 

 Andrey Yu. Borisenko,  
Postgraduate, Teaching Assistant,  
Department of Microbiology, Virology  
and Immunology, 
 Irkutsk State Medical University,  
1, Krasnogo Vosstaniya St., Irkutsk, 664003,  
Russian Federation, 
e-mail: 89500720225@mail.ru 

   
Саловарова Валентина Петровна, 
д.б.н., профессор, заведующая кафедрой  
физико-химической биологии,  
Иркутский  государственный университет,  
664011, г. Иркутск, ул. Сухэ-Батора, 5,  
Российская Федерация,  
e-mail: vsalovarova@gmail.com 

 Valentina P. Salovarova,  
Dr. Sci. (Biology), Professor,  
Head of the Department of Physical  
and Chemical Biology,  
Irkutsk State University, 
5, Sukhe-Bator St., Irkutsk, 664011,  
Russian Federation, 
e-mail: vsalovarova@gmail.com 

   
Арефьева Надежда Александровна,  
студентка,  
Иркутский государственный университет,  
664011, г. Иркутск, ул. Сухэ-Батора, 5,  
Российская Федерация,  
e-mail: arefieva.n4@gmail.com 

 Nadezhda А. Arefieva,  
Student,  
Irkutsk State University,  
5, Sukhe-Bator St., Irkutsk, 664011, 
Russian Federation, 
e-mail: arefieva.n4@gmail.com 



Степаненко Л.А., Джиоев Ю.П., Злобин В.И. и др. Разработка подходов скрининга … 
Stepanenko L.A., Dzhioev Yu.P., Zlobin V.I. et al. Development of screening … 

 

 

 
ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 

 
227 

  
 

   
Семинский Игорь Жанович,  
д.м.н., профессор, заведующий кафедрой  
паталогической физиологии 
и клинической лабораторной диагностики, 
Иркутский государственный медицинский  
университет,  
664003, г. Иркутск, ул. Красного Восстания, 1,  
e-mail: i.seminskiy@ismu.baikal.ru 

 Igor Zh. Seminsky,  
Dr. Sci. (Medicine), Professor,  
Head of the Department of Pathological  
Physiology  
and Clinical Laboratory Diagnostics,  
Irkutsk State Medical University,  
1, Krasnogo vosstaniya St., Irkutsk, 664003,  
Russian Federation, 
e-mail: i.seminskiy@ismu.baikal.ru 

   
Малов Игорь Владимирович,  
д.м.н., профессор, ректор, заведующий  
кафедрой инфекционных болезней,  
Иркутский государственный медицинский  
университет,  
664003, г. Иркутск, ул. Красного Восстания, 1,  
e-mail: i.malov@ismu.baikal.ru 

 Igor V. Malov,  
Dr. Sci. (Medicine), Professor, Rector,  
Head of the Department of Infectious Diseases,  
Irkutsk State Medical University,  
1, Krasnogo Vosstaniya St., Irkutsk, 664003,  
Russian Federation, 
e-mail: i.malov@ismu.baikal.ru 

   
Заявленный вклад авторов  Contribution of the authors 

Все авторы сделали эквивалентный вклад  
в подготовку публикации. 

 The authors contributed equally to this article. 

   
Конфликт интересов  Conflict interests 

Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
интересов. 

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

   
Все авторы прочитали и одобрили оконча-
тельный вариант рукописи. 

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

   
Поступила в редакцию 16.12.2020.  
Одобрена после рецензирования 18.02.2021.  
Принята к публикации 31.05.2021. 

 The article was submitted 16.12.2020.  
Approved after reviewing 18.02.2021.  
Accepted for publication 31.05.2021. 

 



ИЗВЕСТИЯ ВУЗОВ. ПРИКЛАДНАЯ ХИМИЯ И БИОТЕХНОЛОГИЯ  2021  Том 11  N 2 
PROCEEDINGS OF UNIVERSITIES. APPLIED CHEMISTRY AND BIOTECHNOLOGY 2021  Vol. 11  No. 2  

 

 

228 
 

ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 
 

  
 

Оригинальная статья / Original article 

 
УДК 504.054; 631.8 
DOI: https://doi.org/10.21285/2227-2925-2021-11-2-228-235 

 

Влияние гумусовых кислот низинного торфа 
на ремедиационные свойства растений пшеницы 

при комплексном загрязнении тяжелыми металлами 
 

© Т.А. Кирдей 
 

Ивановская государственная сельскохозяйственная академия им. Д.К. Беляева,  
г. Иваново, Российская Федерация 

 

Рузюме: Фиторемедиация является перспективной технологией очистки почвы и воды от тяже-
лых металлов. Несмотря на свидетельства повышения накопления тяжелых металлов культур-
ными растениями под влиянием природных комплексообразователей – гумусовых кислот, их эф-
фективность в фиторемедиации остается малоизученной. В связи с этим цель настоящей ра-
боты состояла в выяснении особенностей влияния препарата гумусовых кислот торфа на реме-
диационный потенциал растений пшеницы (Triticum aestivum L.) при комплексном загрязнении тя-
желыми металлами. Влияние полиметаллического загрязнения на ремедиационные свойства пше-
ницы изучали в модельных вегетационных экспериментах с использованием водной культуры. 
Растения выращивали на питательном растворе Хогланда. Комплексное действие тяжелых ме-
таллов создавали при использовании 10 мкмоль/л CdSO4, 25 и 50 мкмоль/л CuSO4, 500 и 
1000 мкмоль/л Pb(NO3)2 в различных сочетаниях с добавлением препарата гумусовых кислот тор-
фа (0,005%) или без него. Фиторемедиационную эффективность препарата гумусовых кислот 
определяли по выносу тяжелых металлов в фазу колошения пшеницы. В результате исследований 
установлено, что фиторемедиационная эффективность препарата гумусовых кислот определя-
ется как усилением поглощения тяжелых металлов, так и снижением их токсического действия 
на растения. При комплексном загрязнении раствора тяжелыми металлами, которое характери-
зовалось высокой токсичностью, в вариантах с добавлением гумусовых кислот накопление рас-
тениями пшеницы меди и кадмия повысилось в 1,2–2,5 раза. Данные свидетельствуют о возмож-
ности использования препарата гумусовых кислот торфа в фиторемедиационных технологиях в 
качестве эффектора фитоэкстракции тяжелых металлов. 
 

Ключевые слова: пшеница, гумусовые кислоты, тяжелые металлы, свинец, кадмий, медь, фито-
ремедиация 
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on the remediation properties  

of wheat plants against heavy metal contamination  
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Ivanovo, Russian Federation 

 

Abstract: Phytoremediation is a promising technology for removing heavy metals from soil and water. De-
spite the pronounced increase in heavy metal accumulation by cultivated plants under the influence of natu-
rally occurring complexing agents, such as humic acids, their efficiency in phytoremediation has been poorly 
studied. In this regard, the aim of this work is to elucidate the effect of peat humic acid formulations on the 
remediation potential of wheat plants (Triticum aestivum L.) against heavy metal contamination. The influ-
ence of polymetallic pollution on the remediation properties of wheat was studied in model vegetation exper-
iments using a culture solution. Plants were grown in a Hoagland nutrient solution. A complex exposure to 
heavy metals was simulated using 10 μmol/L CdSO4, 25 and 50 μmol/L CuSO4, 500 and 1000 μmol/L 
Pb(NO3)2  in various combinations with or without the addition of a peat humic acid formulation (0.005%). 
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The phytoremediation efficiency of the humic acid formulation was determined by the removal of heavy met-
als during the heading stage of wheat growth. The research results showed that the phytoremediation effi-
ciency of the humic acid formulation is defined by both an increase in the absorption of heavy metals and a 
decrease in their toxic action on the plants. In the case of mixed contamination of the solution with highly 
toxic heavy metals, the samples with humic acids showed a 1.2–2.5-fold increase in the accumulation of 
copper and cadmium by wheat plants. The data demonstrates the possibility of using the formulation of peat 
humic acids in phytoremediation technologies as an effector of heavy metal phytoextraction. 
 

Keywords: wheat, humic acids, heavy metals, lead, cadmium, copper, phytoremediation 
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ВВЕДЕНИЕ 
Химическое загрязнение окружающей среды, 

вызванное ростом производства различных хи-
мических соединений, развитием промышленно-
сти и транспорта, отсутствием эффективных си-
стем очистки выбросов, использованием уста-
ревшего оборудования и несовершенных техно-
логий, приводит к нарушению сбалансированно-
го, устойчивого существования экосистем, сни-
жению их продуктивности, видового разнообра-
зия, что является мощным фактором разруше-
ния биосферы. Тяжелые металлы (ТМ) являются 
особо опасными загрязнителями, так как прояв-
ляют свойства экотоксикантов, обладают высо-
кой токсичностью в небольших концентрациях и 
кумулятивным эффектом [1, 2]. При этом часто 
встречается комплексное загрязнение ТМ. Среди 
наиболее распространенных ТМ выделяются 
свинец, кадмий, медь [3]. 

Эффективную очистку почвы и воды от ТМ 
обеспечивают фиторемедиационные технологии 
[4–8]. Основными направлениями фиторемедиа-
ции являются: фитоэкстракция, включающая по-
глощение, накопление и удаление загрязняющих 
ионов; фитофильтрация с использованием про-
ростков; фитодеградация; фитостабилизация и 
фитоиспарение [9]. 

Для фитоэкстракции ТМ обычно используют 
растения, которые называются гипераккумулято-
рами, так как они накапливают загрязняющие 
ионы в количестве более 1% сухой надземной 
массы, что превышает накопление обычными 
растениями в 100 раз. Но такие растения, как 
правило, характеризуются невысокой скоростью 
роста и низкой массой [10]. Культурные растения 
в основном не являются гипераккумуляторами 
ТМ, но имеют способность поглощать эти ионы, 
а также характеризуются интенсивной скоростью 
накопления биомассы [11]. Растения, которые 
накапливают загрязняющие ионы преимуще-
ственно в корневой системе [5], могут, очевидно, 
найти применение в технологиях ризофильтра-
ции [12]. 

С целью усиления накопления ТМ растениями 

применяют синтетические хелаторы, например, 
этилендиаминтетрауксусную кислоту (ЭДТА) [13], 
что небезопасно для живых организмов и окружа-
ющей среды. Несмотря на свидетельства повы-
шения накопления растениями тяжелых метал-
лов под влиянием природных комплексообразо-
вателей – гумусовых кислот [14–16], их эффек-
тивность в фиторемедиации остается малоис-
следованной. Перспективными являются препа-
раты гумусовых кислот торфа в связи со значи-
тельными запасами этого возобновляемого при-
родного ресурса [17]. 

В связи с этим цель работы заключалась в 
изучении особенностей влияния препарата гуму-
совых кислот торфа на ремедиационные свой-
ства растений пшеницы (Triticum aestivum L.) в 
условиях комплексного загрязнения тяжелыми 
металлами. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
В исследованиях использовали препарат гу-

мусовых кислот (ГФК), полученный из низинного 
торфа [18]. Гумусовые кислоты торфа характе-
ризуются высокой оксилительно-восстано-
вительной, поверхностной, антиоксидантной ак-
тивностью

1
. В качестве объекта исследований 

выбрана яровая пшеница (Triticum aestivum L.; 
сорт Приокская) как представитель культурных 
растений – «исключателей» токсичных ионов [5]. 

Исследования включали вегетационные экс-
перименты с использованием водной культуры. 
Семена проращивали на растворах солей ТМ 
(10 мкмоль/л CdSO4, 25 и 50 мкмоль/л CuSO4, 
500 и 1000 мкмоль/л Pb(NO3)2) с добавлением 
препарата гумусовых кислот (0,01%) или без не-
го в соответствии со схемой опыта (табл. 1).  

Концентрации солей ТМ выбраны по резуль-
татам предшествующих экспериментов как не 
вызывающие гибель растений в течение вегета-
ции. Затем 7-дневные проростки высаживали  
на 1-литровые сосуды (по 4 растения) с пита-
тельным раствором Хогланда (1/4 нормы) [19]  
с добавлением солей ТМ и ГФК (0,005%) в соот-
ветствии  со  схемой  опыта.  Для  приготовления 

   

1
Перминова И.В. Анализ, классификация и прогноз свойств гуминовых кислот: дис. … д-ра хим. наук: 02.00.02. 

Москва, 2000. 360 с. 
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Таблица 1. Сухая масса побегов (г/растение) 
 

Table 1. Shoots dry mass (g per plant) 
 

Вариант Кущение Трубкование Колошение 

1. Контроль 0,96±0,08 3,57±0,06 7,10±0,10 
2. ГФК 1,27±0,08 4,10±0,010 8,35±0,06 
3. CdSO4 10 мкмоль/л 0,45±0,06 2,52±0,05 4,05±0,15 
4. CdSO4 10мкмоль/л + ГФК 0,54±0,03 2,86±0,06 4,80±0,05 
5. CuSO4 25 мкмоль/л 0,51±0,03 1,12±0,07 1,63±0,05 
6. CuSO4 25 мкмоль/л  + ГФК 0,80±0,04 1,70±0,13 2,10±0,11 
7. CuSO4 50 мкмоль/л 0,28±0,03 0,66±0,05 0,90±0,14 
8. CuSO4 50 мкмоль/л + ГФК 0,41±0,04 0,85±0,04 1,30±0,10 
9. Pb(NO3)2  500 мкмоль/л 0,55±0,08 2,36±0,06 4,20±0,08 
10. Pb(NO3)2  500 мкмоль/л + ГФК 0,70±0,04 2,50±0,02 4,90±0,18 
11. Pb(NO3)2 1000 мкмоль/л 0,49±0,05 1,29±0,05 3,37±0,05 
12.Pb(NO3)2 1000 мкмоль/л + ГФК 0,47±0,03 1,42±0,09 3,70±0,05 
13. Pb(NO3)2  500 + CdSO410 мкмоль/л 0,20±0,04 0,61±0,09 0,92±0,09 
14. Pb(NO3)2   500+CdSO4 10 мкмоль/л + ГФК 0,22±0,02 0,74±0,04 1,30±0,07 
15. Pb(NO3)2   1000+CdSO410 мкмоль/л 0,08±0,02 0,32±0,09 0,56±0,06 
16. Pb(NO3)2   1000+CdSO410 мкмоль/л + ГФК 0,11±0,04 0,47±0,05 0,84±0,04 
17. Pb(NO3)2   500+CuSO4 25 мкмоль/л 0,20±0,03 0,27±0,04 0,34±0,04 
18. Pb(NO3)2   500+CuSO425 мкмоль/л + ГФК 0,35±0,04 0,38±0,04 0,42±0,06 
19. Pb(NO3)2  1000 + CuSO4 50 мкмоль/л 0,15±0,04 0,16±0,03 0,17±0,04 
20. Pb(NO3)2   1000 + CuSO450 мкмоль/л + ГФК 0,20±0,03 0,22±0,03 0,24±0,04 
21. CdSO4 10+CuSO425 +Pb(NO3)2   500 мкмоль/л 0,05±0,00 0,08±0,04 0,10±0,03 
22. CdSO410+CuSO425 +Pb(NO3)2  500 мкмоль/л + ГФК 0,05±0,01 0,09±0,02 0,11±0,00 
23. CdSO410+CuSO450 +Pb(NO3)2   1000 мкмоль/л 0,02±0,00 0,03±0,01 0,06±0,02 
24. CdSO4 10+CuSO450 +Pb(NO3)2  1000 мкмоль/л + ГФК 0,03±0,01 0,04±0,02 0,10±0,02 

Примечание. Приведены средние значения и их стандартные отклонения; жирным шрифтом выделено ста-
тистически значимое влияние ГФК при р < 0,01. 

 
раствора использовали химически чистые соли и 
водопроводную воду. Контрольные растения вы-
ращивали на питательном растворе без ТМ и 
ГФК. Норму питательной смеси увеличивали в 
соответствии с ростом растений до 1/2 и полной 
нормы. Смену раствора производили каждые 7 
дней. Пробы растений отбирали по фазам раз-
вития контрольных растений – в фазе кущения 
убирали по два растения с сосуда, в фазах труб-
кования и колошения – по одному. Повторность в 
опыте – 4-х кратная. Определяли сырую и сухую 
массу побегов и корней растений. Содержание 
ТМ в тканях растений анализировали на атомно-
абсорбционном спектрометре Shimadzu-680. 

За коэффициент взаимодействия ТМ прини-
мали отношение их содержания (мг/кг сухой мас-
сы) при комплексном действии к содержанию при 
раздельном применении.  

При расчете коэффициента фиторемедиаци-
онной эффективности ГФК определяли соотно-
шение выноса ТМ растениями (мг/растение), вы-
ращенными в присутствии ГФК и без ГФК. 

При статистической обработке результатов 
применяли ранговый дисперсионный анализ 
Краскела – Уоллиса. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
При комплексном действии свинца и меди, 

свинца и кадмия, а также всех изучаемых ТМ 
наблюдалось усиление их токсичности по срав-
нению с раздельным действием (рисунок, 
см. табл. 1). 

 

 
 
Внешний вид растений при раздельном и комплексном 
действии кадмия и свинца на растения пшеницы: слева 
направо – 10 мкМ CdSO4; 1000 мкМ Pb(NO3)2;  
10 мкМ CdSO4+1000 мкМ Pb(NO3)2 (в двух сосудах) 
 
Wheat plant appearance under separate and complex  
cadmium and lead action: from left  
to right – 10 mcmol CdSO4; 1000 mcmol Pb(NO3)2;  
10 mcmol CdSO4+1000 mcmol Pb(NO3)2 (two vessels) 

 
Токсичность тяжелых металлов оценивали по 

снижению массы побегов растений относительно 
контроля. Наиболее токсичным оказалось ком-
плексное действие меди, кадмия и свинца: рас-
тения фактически оставались на стадии про-
ростков до фазы колошения контрольных расте-
ний. Масса опытных растений была ниже кон-
трольных более чем в 100 раз (см. табл. 1). При 
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комплексном действии кадмия и свинца масса 
опытных растений снизилась в 5–12 раз, при 
действии меди и свинца – в 5–40 раз по сравне-
нию с контрольными растениями. Совместное 
действие свинца и меди на момент уборки опыта 
оказалось примерно в 3 раза более токсичным, 
чем свинца и кадмия. 

Препарат ГФК торфа снизил фитотоксич-
ность кадмия на 13–19%, меди – на 29–52%, 
свинца – на 6–16%. Протекторное действие ГФК 
при комплексном действии ТМ оказалось слабее, 
чем при раздельном: к моменту уборки опыта 
эффективность ГФК доказана статистически 
только при совместном действии 500 мкмоль 
Pb(NO3)2 и 10 мкмоль CdSO4 (биомасса растений 
повысилась в 1,4 раза относительно варианта 
без ГФК). По-видимому, защитное действие ГФК 
снижено в связи с высокой токсичностью смесей 
ТМ. Тем не менее протекторное действие ГФК 
может иметь значение в фиторемедиационных 
технологиях, так как снижение токсичности ТМ 
приводит к увеличению их выноса. 

Значения коэффициента взаимодействия ТМ 
свидетельствуют об усилении поглощения ТМ при 
их совместном действии (табл. 2). Причем практи-
чески во всех вариантах комплексного применения 
ТМ в наибольшей степени увеличилось содержа-
ние свинца в побегах растений (в 5–34 раза) по 
сравнению с раздельным действием. 

Ремедиционный потенциал растений опре-
деляется их способностью удалять (выносить) 
поллютанты из среды роста (табл. 3).  

Очевидно, что снижение ремедиационной 
способности растений при комплексном дей-
ствии ТМ по сравнению с раздельным обуслов-
лено усилением токсичности. Высокая токсич-
ность приводит к снижению массы и, соответ-
ственно, к снижению выноса ТМ. Например, вы-
нос кадмия побегами растений пшеницы при 
комплексном действии Pb(NO3)2 и CdSO4 оказал-
ся на порядок ниже выноса при их раздельном 
действии, хотя содержание элемента в растени-

ях (мг/кг сухой массы) увеличилось при ком-
плексном действии в 3–5 раз по сравнению с 
раздельным. Вынос меди побегами растений 
также существенно снизился при комплексном 
действии 1000 мкмоль Pb(NO3)2 и 50 мкмоль 

CuSO4 – в 38 раз по сравнению с раздельным. 
Вынос свинца при комплексном действии 
500 мкмоль Pb(NO3)2 и 10 мкмоль CdSO4 или 
25 мкмоль CuSO4 снизился в 4,7 и в 1,7 раз со-
ответственно. Самый низкий вынос ТМ наблю-
дался при действии самой токсичной смеси – 
смеси солей меди, кадмия и свинца. 

Вынос ТМ корневой системой растений пше-
ницы может иметь значение для фиторемедиа-
ционных технологий, предусматривающих уда-
ление корневой системы с последующей утили-
зацией или извлечением ТМ. При комплексном 
действии ТМ вынос кадмия корневой системой 
пшеницы был выше в 3–7 раз, меди – в 5–7 раз, 
свинца – в 9–84 раза по сравнению с побегами. 
При комплексном действии нитрата свинца и со-
лей кадмия или меди вынос кадмия корнями 
растений был ниже в 1,5–1,7 раз, меди – в 4–7,7 
раза по сравнению с раздельным действием. 

Таким образом, при комплексном загрязне-
нии ТМ ремедиационная способность растений 
пшеницы снижется в связи с усилением токсич-
ности смеси ТМ. 

В присутствии ГФК вынос меди побегами 
растений пшеницы увеличился в 1,4 раза при 
25 мкмоль CuSO4, в 1,3 раза – при комплексном 
действии 50 мкмоль CuSO4 и 1000 мкмоль 
Pb(NO3)2, и в 2,3 раза – при комплексном дей-
ствии солей меди, кадмия и свинца (табл. 4). 
Препарат ГФК повысил вынос кадмия побегами 
растений в 1,2–1,8 раза при комплексном дей-
ствии CdSO4 и Pb(NO3)2 и в 2,5 раза – в присут-
ствии солей меди, кадмия и свинца. Существен-
ный эффект ГФК в отношении накопления свин-
ца побегами растений наблюдался при 
1000 мкмоль Pb(NO3)2 – вынос увеличился почти 
в 7 раз. 

 
Таблица 2. Коэффициент взаимодействия тяжелых металлов 
 

Table 2. Нeavy metals interaction coefficient 
 

Вариант 
Побеги Корни 

Cu Cd Pb Cu Cd Pb 

13. Pb(NO3)2 500 + CdSO410 мкмоль/л – 3,24 0,83 - 2,5 27,5 

14. Pb(NO3)2 500 + CdSO410 мкмоль/л + ГФК – 5,61 0,68 – 5,67 9,63 

15. Pb(NO3)2 1000 + CdSO4 10  мкмоль/л – 5,54 16,40 – 4,32 3,19 

16. Pb(NO3)2 1000 + CdSO4 10 мкмоль/л + ГФК – 5,30 0,59 – 5,41 5,11 

17. Pb(NO3)2 500 + CuSO4  25 мкмоль/л 2,81 – 5,20 1,18 – 29,05 

18. Pb(NO3)2 500 + CuSO4  25 мкмоль/л + ГФК 1,38 – 2,19 0,68 – 5,97 

19. Pb(NO3)2 1000 + CuSO4 50 мкмоль/л 0,11 – 34,4 1,48 – 0,82 

20. Pb(NO3)2  1000 + CuSO4 50  мкмоль/л + ГФК 1,30 - 1,47 1,12 – 3,52 

21. CdSO4 10 + CuSO4· 25 + Pb(NO3)2 500 мкмоль/л 1,28 3,78 5,20 – – – 

22. CdSO4 10 + CuSO4 25 + Pb(NO3)2 500 мкмоль/л+ ГФК 2,59 7,88 0,66 – – – 

 

https://vuzbiochemi.elpub.ru/index.php/jour/search/?subject=%20heavy%20metals
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Таблица 3. Вынос ТМ растениями пшеницы в фазу колошения (мг/растение)  
 

Table 3. Heavy metals accumulation by wheat plants in earing phase (mg per plant) 
 

Вариант Cu Cd Pb 

1. Контроль 
0,001±0,001/ 
0,141±0,013 

0,005±0,001/ 
0,001±0,000 

0,518±0,027/ 
0,097±0,008 

2. ГФК 
0,002±0,001/ 
0,221±0,016 

0,003±0,000/ 
0,003±0,000 

0,710±0,012/ 
0,140±0,009 

3. CdSO4 10 мкмоль/л – 
0,102±0,006/ 
0,133±0,011 

– 

4. CdSO4 10мкмоль/л + ГФК – 
0,018±0,002/ 
0,100±0,010 

– 

5.CuSO4 25 мкмоль/л 
0,031±0,003/ 
0,349±0,028 

– – 

6. CuSO4 25 мкмоль/л + ГФК 
0,043±0,003/ 
0,626±0,005 

– – 

7. CuSO4 50 мкмоль/л 
0,528±0,010/ 
0,383±0,016 

– – 

8. CuSO4 50 мкмоль/л + ГФК 
0,054±0,005/ 
0,625±0,048 

– – 

9. Pb(NO3)2 500 мкмоль/л –* – 
0,236±0,012/ 
0,222±0,079 

10. Pb(NO3)2 500 мкмоль/л + ГФК – – 
0,182±0,012/ 
1,661±0,063 

11. Pb(NO3)2 1000 мкмоль/л – – 
0,032±0,003/ 
8,404±0,733 

12.Pb(NO3)21000 мкмоль/л + ГФК – – 
0,213±0,011/ 
1,266±0,056 

13. Pb(NO3)2 500 + CdSO410 мкмоль/л – 
0,015±0,002 
/0,077±0,006 

0,051±0,008/ 
2,849±0,086 

14. Pb(NO3)2   500 + CdSO4 10 мкмоль/л + ГФК – 
0,027±0,002/ 
0,115±0,035 

0,037±0,006/ 
1,820±0,051 

15. Pb(NO3)2   1000 + CdSO4·10 мкмоль/л – 
0,013±0,002/ 
0,086±0,003 

0,131±0,016/ 
10,980±1,324 

16. Pb (NO3)2  1000 + CdSO4 

10 мкмоль/л + ГФК 
– 

0,016±0,001/ 
0,080±0,004 

0,041±0,004/ 
2,541±0,553 

17. Pb(NO3)2  500 + CuSO425 мкмоль/л 
0,024±0,004/ 
0,087±0,006 

– 
0,140±0,014/ 
2,150±0,087 

18. Pb(NO3)2  500 + Cu SO4 25 мкмоль/л + ГФК 
0,015±0,001/ 
0,069±0,003 

– 
0,061±0,011/ 
0,827±0,042 

19. Pb(NO3)2  1000 + CuSO4 50 мкмоль/л 
0,014±0,001/ 
0,050±0,002 

– 
0,138±0,009/ 
1,256±0,090 

20. Pb(NO3)2   1000 + CuSO450 мкмоль/л + ГФК 
0,018±0,001/ 
0,053±0,003 

– 
0,048±0,007/ 
0,636±0,041 

21. CdSO4 10 + CuSO4 25+ Pb (NO3)2   500 мкмоль/л 0,003±0,000/ – 0,002±0,000/ – 0,042±0,006/ – 

22. CdSO410 + CuSO425+ Pb(NO3)2   500 мкмоль/л + ГФК 0,007±0,001/ – 0,005±0,001/ – 0,004±0,001/ – 

Примечание. В числителе – побеги, в знаменателе – корни. Приведены средние значения и их стандартные 
отклонения. Жирным шрифтом выделено статистически значимое влияние ГФК при р < 0,01. 

 
Вынос меди корневой системой растений 

пшеницы в присутствии ГФК увеличился в 1,6 и 
1,8 раза при 50 и 25 мкмоль CuSO4 соответ-
ственно, кадмия – в 1,5 раза при комплексном 
действии 500 мкмоль Pb(NO3)2 и 10 мкмоль 
CdSO4. 

Таким образом, проявление фиторемедиа-
ционной эффективности ГФК неоднозначно и 
зависит от многих факторов. По-видимому, бо-
лее высокая фиторемедиационная эффектив-
ность ГФК проявляется при меньшей токсично-

сти ТМ. Важно учитывать, что фиторемедиа-
ционная эффективность ГФК определяется как 
усилением поглощения ТМ, так и снижением их 
токсического действия на растения. При поли-
металлическом загрязнении, которое характе-
ризуется высокой токсичностью, препарат гу-
мусовых кислот торфа повысил фиторемедиа-
ционный потенциал побегов пшеницы в отно-
шении меди в 1,3–2,3 раза, кадмия – в 1,2–2,5 
раза, и снизил примерно в 3 раза в отношении 
свинца.  
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Таблица 4. Коэффициент фиторемедиационной эффективности ГФК  
 

Table 4. HFA phytoremediation efficacy coefficient  
 

Вариант Cu Cd Pb 

Побеги 

4. CdSO4 10 мкмоль/л + ГФК – 0,18±0,01 – 
6. CuSO4 25 мкмоль/л + ГФК 1,36±0,04 – – 
8. CuSO4 50 мкмоль/л + ГФК 0,10±0,01 – – 
10. Pb(NO3)2 500 мкмоль/л + ГФК – – 0,77±0,01 
12. Pb(NO3)2 1000 мкмоль/л + ГФК – – 6,66±1,23 
14. Pb(NO3)2 500 + CdSO410 мкмоль/л + ГФК – 1,80±0,25 0,73±0,05 
16. Pb(NO3)2 1000 + CdSO4 10  мкмоль/л + ГФК – 1,23±0,30 0,31±0,02 
18. Pb(NO3)2 500 + CuSO4 25 мкмоль/л + ГФК 0,62±0,06 – 0,44±0,01 
20. Pb(NO3)2 1000 + CuSO4 50 мкмоль/л + ГФК 1,29±0,04 – 0,35±0,04 
22. CdSO4 10 + CuSO4 25 +Pb(NO3)2 500 мкмоль/л + ГФК 2,33±0,12 2,50±0,19 0,10±0,01 

Корни 

4. CdSO4 10 мкмоль/л + ГФК – 0,75±0,00 – 
6. CuSO4 25 мкмоль/л + ГФК 1,79±0,06 – – 
8. CuSO4 50 мкмоль/л + ГФК 1,63±0,12 – – 

10. Pb(NO3)2 500 мкмоль/л + ГФК – – 7,48±0,01 
12. Pb(NO3)2 1000 мкмоль/л + ГФК – – 0,15±0,00 
14. Pb(NO3)2 500 + CdSO410 мкмоль/л + ГФК – 1,49±0,00 0,64±0,01 
16. Pb(NO3)2 1000 + CdSO4 10 мкмоль/л + ГФК – 0,93±0,03 0,23±0,00 
18. Pb(NO3)2 500 + CuSO4  25 мкмоль/л + ГФК 0,79±0,03 – 0,38±0,01 
20. Pb(NO3)2 1000 + CuSO4  50  мкмоль/л + ГФК 1,06±0,07 – 0,51±0,01 
22. CdSO4 10 + CuSO4 25 +Pb(NO3)2 500 мкмоль/л + ГФК 1,06 –* 0,51 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
При комплексном действии тяжелых метал-

лов значительно усиливается их токсичность, 
что может снизить эффективность фиторемеди-
ационных технологий. Более высокая токсич-
ность комплексного действия ТМ обусловлена, 
по-видимому, более интенсивным поступлением 
ТМ в побеги пшеницы. Вынос ТМ при их ком-
плексном действии снизился по сравнению с 
раздельным. 

Как показали исследования, фиторемедиа-
ционная эффективность гумусовых кислот ни-
зинного торфа неоднозначна и определяется как 

усилением поглощения тяжелых металлов, так и 
снижением их токсического действия на расте-
ния. Препарат гумусовых кислот торфа, прояв-
ляя фитопротекторные свойства и снижая ток-
сичность ТМ, повышает тем самым их вынос 
растениями. При полиметаллическом загрязне-
нии в варианте с ГФК накопление растениями 
пшеницы меди и кадмия повысилось в 1,2–2,5 
раза, что свидетельствует о возможности ис-
пользования препарата гумусовых кислот торфа 
в фиторемедиационных технологиях в качестве 
эффектора фитоэкстракции тяжелых металлов. 
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Резюме: Отходы животноводства и птицеводства при рациональном подходе становятся сырь-
ем для производства органических удобрений. Во Всероссийском научно-исследовательском ин-
ституте мелиорированных земель – филиале ФИЦ «Почвенный институт им. В.В. Докучаева», 
предложена схема ускоренной твердофазной ферментации навоза крупного рогатого скота с 
торфом: 48 ч при 37 ºС, затем 48 ч при 60 ºС, далее 24 ч при 37 ºС, завершающаяся естественным 
остыванием ферментируемой массы. Отличительная черта ускоренной ферментации – искус-
ственное поддержание заданных температур. Цель работы – провести микробиологическую 
оценку процесса ускоренной твердофазной ферментации. Эксперимент проводили в лаборатор-
ном ферментере объемом 1,75 дм

3
. В процессе ферментации изучали численность микроорганиз-

мов, использующих органические и минеральные формы азота (методом предельных разведений), 
а также видовую принадлежность микробоценоза (методом масс-спектрометрии). Результаты 
исследований показали, что температурный режим основных этапов процесса ферментации 
обеспечивал максимальную численность мезофильных и термофильных азоттрансформирующих 
микроорганизмов. Их активное развитие способствовало интенсивной трансформации фермен-
тируемой смеси, о чем свидетельствовали мезофильный и термофильный коэффициенты мине-
рализации. По линейным коэффициентам минерализации в конце процесса судили о завершении 
процессов трансформации и стабилизации продукта ферментации. Продукт ферментации ха-
рактеризовался высокой численностью азоттрансформирующих микроорганизмов – в среднем 
3,5±0,3·10

8 
КОЕ/г абсолютно сухого вещества. Определение родовой принадлежности микробоце-

ноза ферментируемой массы и конечного продукта подтвердило, что температурный режим про-
ведения процесса обеспечивал уничтожение санитарно-показательных микроорганизмов, изна-
чально присутствующих в исходной смеси (Е. coli, Citrobacter, Proteus), и начиная с пастеризацион-
ного периода способствовал активному развитию непатогенных и неболезнетворных бактерий 
рода Bacillus (B. megaterium, B. subtilis, B. licheniformic, B. pumilus и B. altitudinis). Микробиологическая 
оценка полученного продукта ферментации позволяет рекомендовать его к использованию в ка-
честве экологически безопасного органического удобрения. 
 

Ключевые слова: микроорганизмы, мезофилы, термофилы, навоз, коэффициент минерализации, 
ускоренная ферментация  
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Abstract: Livestock and poultry wastes, when effectively managed, become feedstock for organic fertiliser 
production. Researchers from the All-Russian Research Institute of Reclaimed Lands, the branch of Federal 
Research Center “V.V. Dokuchaev Soil Science Institute”, proposed an accelerated regimen of cattle manure 
solid-phase fermentation with peat: 48 h at 37 °C, then 48 h at 60 °C and 24 h at 37 °C, terminating with nat-
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ural cooling of the fermented mass. A distinctive feature of the proposed accelerated fermentation is mainte-
nance of set-point temperatures. The aim of the work is to perform a microbiological evaluation of the pro-
cess of accelerated solid-phase fermentation. An experiment was carried out in a 1.75 dm

3
 laboratory fer-

menter. During the fermentation, we studied the number of microorganisms, which use organic and mineral 
nitrogen forms, using the limiting dilution method, as well as the species membership by mass spectrometry. 
The experimental findings showed that the temperature regime of the main fermentation steps yielded the 
maximum number of mesophilic and thermophilic nitrogen-transforming microorganisms. Their active growth 
caused the intensive transformation of the fermented mixture, as evidenced by mesophilic and thermophilic 
mineralisation coefficients. At the end of the process, the linear mineralisation coefficients were used to as-
sess the completion of the fermentation product transformation and stabilisation. The fermentation product 
comprised a high number of nitrogen-transforming microorganisms (on average, 3.5±0.3108 COE/g on a dry 
weight basis). The determination of the microbiota species membership in the fermented mass and the final 
product confirmed that the process temperature regime ensured the elimination of the sanitary-indicatory 
microorganisms present in the original mixture (E. coli, Citrobacter, Proteus). In addition, during pasteurisa-
tion, this regime led to the active development of non-pathogenic Bacillus bacteria (B. megaterium, 
B. subtilis, B. licheniformic, B. pumilus and B. altitudinis). The fermentation product is recommended for use 
as an environmentally safe organic fertiliser based on the microbiological evaluation. 
 

Keywords: microorganisms, mesophiles, thermophiles, manure, mineralisation coefficient, accelerated fer-
mentation  
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ВВЕДЕНИЕ 
Скопление помета и навоза оказывает нега-

тивное влияние на экологическое благополучие 
прилегающих территорий птицеводческих и жи-
вотноводческих комплексов или хозяйств. В то 
же время указанные отходы имеют высокий уро-
вень биогенности, в их составе содержится 
большое количество макро- и микроэлементов, 
физиологически активных веществ. Это позво-
ляет рассматривать отходы птицеводства и жи-
вотноводства в качестве основного ресурса при 
производстве органических удобрений.  

Перспективным способом переработки отхо-
дов животноводства и птицеводства в органиче-
ские удобрения является ускоренная фермента-
ция органического сырья в реакторах или фер-
ментерах различного конструктивного исполне-
ния [1, 2]. Разработанные технологические па-
раметры проведения ферментации направлены 
на обеспечение эффективной трансформации 
исходной смеси, минимизацию потерь элементов 
питания и существенное сокращение сроков по-
лучения органического удобрения

1
 [3]. Напри-

мер, в закрытом реакторе объемом 32 л в адиа-
батических условиях компостирование птичьего 
помета длится 14 дней [4], а в ферментерах ка-
мерного типа, представляющих собой отдельные 
сооружения, спустя 7–10 суток аэробной фер-
ментации из отходов животноводства формиру-
ется качественное органическое удобрение [5]. 
Известны также технологии ускоренного непре-
рывного производства органического удобрения 

в реакторах барабанного типа, где время пере-
работки твердого навоза составляет 7 дней [6] 
или даже 3–4 суток [7, 8]. 

Во Всероссийском научно-исследователь- 
ском институте мелиорированных земель 
(ВНИИМЗ) – ныне филиале ФИЦ «Почвенный 
институт им. В.В. Докучаева» разработан способ 
ускоренной твердофазной ферментации навоза 
крупного рогатого скота (КРС), включающий все 
основные этапы классического компостирования: 
разогрев исходной смеси; далее сохранение вы-
сокой температуры, в результате чего уничтожа-
ется патогенная микрофлора; затем постепенное 
охлаждение ферментируемой массы и стабили-
зация готового продукта. Отличительной чертой 
ускоренной ферментации является искусствен-
ное поддержание заданной температуры фер-
ментируемой смеси, что позволяет независимо 
от времени года гарантированно получать каче-
ственное, экологически безопасное органическое 
удобрение.  

Цель работы – провести микробиологиче-
скую оценку процесса ускоренной твердофазной 
ферментации.  

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Эксперимент проводили в лабораторных 

условиях. Исходным сырьем являлся свежий 
навоз КРС и переходный торф, используемый в 
качестве влагопоглощающего и углеродсодер-
жащего компонента. Ингредиенты объединяли и 

   

1
Кутровский В.Н., Сидоренко О.Д. Биоконверсия отходов агропромышленного комплекса: учеб. посо-

бие. М.: Инфра-М, 2018.160 с. 
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тщательно перемешивали. Готовая исходная 
смесь имела следующие характеристики: влаж-
ность – 68%; рНKCl – 7,63±0,03; С – 41,5±1,3%; 
Nобщ – 1,56±0,07%. 

Ускоренную твердофазную ферментацию 
проводили в лабораторном ферментере, кор-
пус которого выполнен из нержавеющей стали, 
имеет форму цилиндра с плоским дном и 
крышкой. Для обеспечения аэрации фермен-
тируемой смеси внутри корпуса располагается 
перфорированная барботажная трубка, кото-
рая посредством бокового штуцера соединена 
с компрессором. Полезный объем ферментера 
– 1,75 дм

3
. Исходную смесь загружали внутрь 

ферментера, закрывали крышкой, затем его 
устанавливали в термостат для поддержания 
заданной температуры. Процесс ускоренной 
твердофазной ферментации осуществляли по 
следующей схеме: 48 ч при 37 ºС, затем 48 ч 
при 60 ºС, далее 24 ч при 37 ºС, после чего 
процесс заканчивался естественным остыва-
нием ферментируемой массы до температуры 
окружающей среды. 

Переработку отходов животноводства 
ускоренной твердофазной ферментацией про-
водили дважды. Из исходной смеси и далее из 
ферментируемой массы один раз в сутки отби-
рали образцы, в которых методом предельных 
разведений на твердых питательных средах в 
трехкратной аналитической повторности опре-
деляли численность мезофильных (инкубация 
при 28 ºС) и термофильных (инкубация при 
55 ºС) микроорганизмов, доминирующих в по-
добных процессах ферментации [9, 10]: ис-
пользующих минеральные формы азота – на 
крахмало-аммиачном агаре (КАА), использую-
щих органические формы азота – на мясо-
пептонном агаре (МПА). Соотношение числен-
ности указанных микроорганизмов (КАА/МПА) 
представляет собой значение условного ко-
эффициента минерализации по азоту, по ве-
личине которого оценивали интенсивность ми-
нерализационных процессов, происходящих в 
ферментируемой массе [10]. 

Кроме этого в отобранных образцах осу-
ществляли идентификацию видовой принад-
лежности микроорганизмов с помощью MALDI–
TOF масс-спектрометрии на приборе MicroFlex 
(Bruker, Германия). 

Статистическую обработку эксперимен-
тальных данных проводили с помощью пакета 
программ Microsoft Exсel и STATGRAPHICS 
Centurion XVI.II. При обработке полученных 
данных использовали элементы вариационной 
статистики: среднеарифметические значения и 
доверительный интервал конкретного значения 
(объем выборки n = 6). Статистическую значи-

мость отличий анализировали с использовани-
ем t-критерия Стьюдента (р < 0,05).  

 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Поскольку ферментация происходит под 

влиянием микроорганизмов, то создание благо-
приятных условий для их жизнедеятельности 
способствует более качественному преобразо-
ванию исходного сырья. Известно, что в процес-
се ферментации органической смеси участвуют 
представители различных таксономических 
групп микроорганизмов, которые способны при-
спосабливаться к изменениям внешней среды 
(влажности, температуры, рН и др.) и выполнять 
свою роль

1
 [3]. Выбор температурных условий и 

сроков проведения процесса ускоренной фер-
ментации, использованных в данной работе, ос-
новывался на представлении о классическом 
компостировании и результатах предыдущих 
исследований [11] и был направлен на эффек-
тивное использование потенциала микрофлоры 
исходного сырья.  

В первые сутки выдерживания ферментиру-
емой смеси при температуре 37 ºС наблюдался 
максимальный рост численности исследуемых 
групп микроорганизмов – их количество увели-
чилось более чем в три раза по сравнению с ис-
ходной смесью (таблица). Известно, что микро-
организмы, потребляя питательные компоненты 
ферментируемой массы, активно развиваются, 
процессы их жизнедеятельности приводят к об-
разованию легкоусвояемых соединений, биоло-
гически активных веществ, участвующих в даль-
нейших процессах трансформации ферментиру-
емой смеси

2
. 

Дальнейшее поддержание указанной темпе-
ратуры приводило к некоторому уменьшению 
численности мезофильных микроорганизмов, а 
после 24 ч при 60 ºС наблюдалось резкое сни-
жение их количества – в 5,2 и 3,8 раза для мик-
роорганизмов, использующих органические и 
минеральные формы соответственно (см. таб-
лицу). Тем не менее установление пастеризаци-
онного периода направлено на обеззараживание 
получаемого продукта, включающее гибель тер-
мочувствительных патогенных микроорганизмов 
и ликвидацию всхожести семян сорных растений 
[12]. Известны исследования по компостирова-
нию навоза КРС, в которых Escherichia coli 
O157:H7 не была обнаружена после 72 ч при 
45 ºС, а Salmonella еnteritidis – через 48 ч при той 
же температуре [13]. Считается, что температура 
смеси 55–60 ºС, действующая от нескольких ми-
нут до нескольких дней, наиболее эффективна

1
 

[3]. Соответственно, в нашем эксперименте про-
ведение пастеризационного периода в течение 
48 ч хотя и приводило  

   

2
Емцев В.Т., Мишустин Е.Н. Микробиология: учебник для академического бакалавриата; 8-е изд., 

испр. и доп. М.: Юрайт, 2018. 445 с. 
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Количество мезофильных микроорганизмов в процессе ускоренной ферментации 
 

Number of mesophilic microorganisms in the process of accelerated fermentation 
 

Температурный режим 
ускоренной ферментации 

Микроорганизмы, использующие  
органические формы азота, 

n·108 КОЕ/г АСВ 

Микроорганизмы, использующие  
минеральные формы азота, 

n·108 КОЕ/г АСВ 

Исходная смесь 8,6±0,7d 4,7±0,3c 
Смесь спустя 24 ч при 37 0С 27,9±1,5f 17,6±0,9e 
Смесь спустя 48 ч при 37 0С 15,7±1,1e 13,3±0,9d 
Смесь спустя 24 ч при 60 0С 3,0±0,3b 3,5±0.3b 
Смесь спустя 48 ч при 60 0С 1,9±0,2a 2,1±0,2a 
Смесь спустя 24 ч при 37 0С 3,9±0,2с 2,8±0,2b 
Смесь спустя 24 ч естественного  
остывания (продукт ферментации) 

4,1±0,3с 3,0±0,3b 

Примечание. Представлены среднеарифметические значения численности микроорганизмов с доверитель-
ным интервалом (n = 6); в каждом столбце разными буквами обозначены статистически значимые различия 
(р < 0.05); АСВ – абсолютно сухое вещество. 

 
к существенному снижению мезофильной азо-
трансформирующей микрофлоры, но при этом 
создавало гарантированные условия для обеспе-
чения санитарно-микробиологической безопасно-
сти конечного продукта и способствовало разви-
тию термофильных микроорганизмов. 

В пастеризационный период за счет жизне-
деятельности термофильной микрофлоры в 
процессы трансформации вовлекаются более 
устойчивые соединения, происходит деградация 
биополимеров, способствующая формированию 
более качественного продукта

1
 [4]. Если в нача-

ле процесса ферментации численность термо-
фильных микроорганизмов, использующих орга-
нический и минеральный азот, составляла 
11,3±1,1·10

6 
КОЕ/г АСВ и 3,4±0,5·10

6 
КОЕ/г АСВ 

соответственно, то спустя 48 ч при температуре 
60 ºС их количество достигало максимума – 
5,6±0,7·10

8 
КОЕ/г АСВ и 8,1±0,9·10

8 
КОЕ/г АСВ 

соответственно, что свидетельствовало об ак-
тивном разложении сложных органических со-
единений в этот период [14]. Максимумы чис-
ленности термофилов, потребляющих органиче-
ские и минеральные формы азота, при 60 ºС от-
мечены и в другом лабораторном эксперименте 
по компостированию навоза КРС [9]. 

Дальнейший температурный режим – 37 ºС, 
сохранявшийся в течение 24 ч, и последующее 
естественное остывание ферментируемой мас-
сы способствовали плавному завершению про-
цессов трансформации и стабилизации продук-
та. В этот период количество термофилов посте-
пенно уменьшалось, возобновлялся рост чис-
ленности исследуемых мезофилов (см. таблицу). 
Статистическая обработка экспериментальных 
данных позволила выявить тесную обратную 
корреляционную зависимость между количе-
ством мезофильных и термофильных азот-
трансформирующих микроорганизмов в процес-
се ферментации: для использующих органиче-
ский азот коэффициент корреляции (r) составил  
-0,88, для потребляющих минеральные формы 
азота – -0,86. 

Более подробно об уровне трансформации 
ферментируемой смеси, осуществляемой, в том 
числе, исследуемыми микроорганизмами, можно 
судить по мезофильным и термофильным ко-
эффициентам минерализации, которые пред-
ставлены на рисунке в виде среднеарифметиче-
ских значений со стандартным отклонением 
(объем выборки n = 6). 

На графиках отчетливо видно, что в начале 
ферментации в преобразовании ферментируе-
мой массы доминируют мезофильные микроор-
ганизмы, а начиная с пастеризационного перио-
да – термофильная микрофлора. Важно отме-
тить, что линейные мезофильный и термофиль-
ный коэффициенты минерализации в конце про-
цесса позволяют судить о завершении процес-
сов трансформации и стабилизации продукта 
ферментации. 

В полученном продукте ферментации отме-
чена достаточно высокая численность азот-
трансформирующих микроорганизмов – в сред-
нем 3,5±0,3·10

8 
КОЕ/г АСВ. Однако это значение 

может варьировать в зависимости от партии 
навоза КРС, на состав которого, как известно, 
определяющее влияние оказывает возраст, 
условия содержания и кормления животных [15]. 
Тем не менее выявленные закономерности бу-
дут сохраняться.  

По численности азотрансформирующей мик-
рофлоры продукт ферментации можно сравнить с 
известными аналогами. Так, в биоудобрении По-
лифункур, полученном сотрудниками Института 
микробиологии НАН Беларуси и Института приро-
допользования НАН Беларуси в лабораторном 
биореакторе путем переработки куриного помета, 
численность микроорганизмов, использующих ор-
ганический азот, достигала 1,1±0,04·10

7 
КОЕ/г АСВ, 

а усваивающих минеральные формы азота – 
0,6±0,05·10

7 
КОЕ/г АСВ. [3]. В биоудобрении Омуг, 

разработанном сотрудниками ВНИИСХМ и ИАЭП на 
основе аэробной ферментации помета, численность 
аммонификаторов составляет 9·10

7 
КОЕ/г АСВ. [16]. 
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Mineralization coefficients in the process of accelerated fermentation 
 

Продукт, полученный ускоренной фермента-
цией, рекомендуется использовать в качестве 
органического удобрения, поэтому он должен 
соответствовать требованиям ГОСТ Р 53117-
2008. Удобрения органические на основе отхо-
дов животноводства. Технические условия. В 
частности, в органическом удобрении должны 
отсутствовать патогенные и болезнетворные 
микроорганизмы, а индекс санитарно-показа-
тельных микроорганизмов не должен превышать 
9 клеток/г. В связи с этим на всех основных эта-
пах получения продукта ферментации была 
установлена родовая принадлежность микроор-
ганизмов. 

Использование различных температурных 
режимов проведения твердофазной фермента-
ции отразилось на сукцессии микроорганизмов. 
Вследствие того что в процессе ферментации 
использовался свежий навоз КРС, в исходной 
смеси преобладали обитатели кишечника коро-
вы – бактерии семейства Enterobacteriaceae: 
представители родов Escherichia, в частности, 
Е. coli, Citrobacter и Proteus. Поскольку темпера-
тура 37 ºС является оптимальной для их разви-
тия, то указанные микроорганизмы были выяв-
лены и после первых двух суток ферментации. 
Последующий пастеризационный период (48 ч 
при 60 ºС) обеспечил уничтожение вышепере-
численных санитарно-показательных микроорга-
низмов и в ферментируемой смеси стали преоб-
ладать бактерии рода Bacillus: B. megaterium и 
B. subtilis. Способность к синтезу внеклеточных 
гидролитических ферментов, к расщеплению 
сложных природных полимеров позволяет ста-
новиться этим микроорганизмам доминирующи-
ми в процессе компостирования. Бактерии рода 
Bacillus способны образовывать эндоспоры, что 
позволяет им осуществлять колонизацию компо-
ста в термофильной фазе [17].  

В готовом продукте ферментации были об-
наружены и другие виды бактерий рода Bacillus – 

B. licheniformic, B. pumilus и B. аltitudinis. Подоб-
ные результаты (доминирование бактерий 
Bacillus spp. в термофильной фазе компостиро-
вания навоза КРС и после нее получены и в дру-
гих исследованиях [18, 19].  

Поскольку бактерии рода Bacillus характеризу-
ются полиферментативными свойствами [20, 21], 
то их жизнедеятельность способствовала более 
эффективному преобразованию ферментируемой 
массы, что в свою очередь отразилось на форми-
ровании качественного продукта ферментации.  

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Предложенный способ ускоренной твердо-

фазной ферментации отходов животноводства 
представляет собой модель классического ком-
постирования. Существенное сокращение сроков 
переработки навоза КРС обеспечивали техниче-
ские и технологические параметры процесса. 
Искусственное поддержание заданной темпера-
туры способствовало быстрому выходу процесса 
на рабочий режим и активной трансформации 
ферментируемой массы за счет жизнедеятель-
ности мезофильных и термофильных микроор-
ганизмов. Коэффициенты минерализации свиде-
тельствовали о стабилизации конечного продук-
та. Продукт ферментации характеризовался вы-
сокой численностью азоттрансформирующих 
микроорганизмов (в среднем 3,5±0,3·10

8 

КОЕ/г АСВ) и экологической безопасностью. 
Определение видовой принадлежности микро-
флоры ферментируемой массы подтвердило, 
что предложенный температурный режим прове-
дения ускоренной ферментации обеспечивает 
уничтожение санитарно-показательных микроор-
ганизмов и способствует активному развитию 
бактерий рода Bacillus: B. megaterium, B. subtilis, 
B. licheniformic, B. pumilus и B. altitudinis, которые 
не являются патогенными и болезнетворными 
микроорганизмами и безопасны для человека. 

Микробиологическая оценка полученного 
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продукта ферментации позволяет рекомендо-
вать его к использованию в качестве органиче-
ского удобрения. При изготовлении соответ-
ствующей конструкции ферментера и строгом 

соблюдении технологических параметров прове-
дения процесса можно обеспечить производство 
органического удобрения на основе отходов жи-
вотноводства в промышленном масштабе.  
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Резюме: Гидроксиэтилированные крахмалы представляют определенный интерес для использо-
вания в инфузионной терапии благодаря высокому волемическому эффекту, продолжительность 
которого зависит от времени циркуляции препарата в крови: чем выше концентрация, молеку-
лярный вес и степень замещения полимера, тем больше и продолжительней увеличивается объем 
циркулирующей крови. При этом известно, что гидроксиэтилированные крахмалы отличаются 
большим диапазоном молекулярного веса и степени замещения, что позволяет их растворам 
длительное время (до 10 ч) циркулировать в кровяном русле без утечки активного вещества в 
интерстиции жизненно важных органов. Показано, что зависимость температуры плавления кри-
сталлической ламели крахмала от числа глюкозных остатков можно описать с помощью модифи-
цированного соотношения Фокса – Лошаека, которое учитывает степень разветвления молекул 
амилопектина и содержание амилозы в крахмале. Предложено аналитическое выражение для оцен-
ки степени ветвления амилопектина картофельных крахмалов по данным микрокалориметрии. 
Полученные выражения позволяют отобрать те генотипы картофеля, у которых амилопектин 
имеет наиболее высокую степень ветвления, а крахмал содержит минимальное количество ами-
лозы. Крахмалы таких сортов картофеля могут быть использованы при изготовлении замените-
лей плазмы крови – гидроксиэтилированных крахмалов, обладающих хорошими фармакодинамиче-
скими свойствами. В рамках развиваемого подхода можно определить влияние степени замещения 
на термодинамические свойства исследуемых крахмалов через изменение температуры плавле-
ния ламели Tm и таким образом оценить основные параметры, определяющие фармакодинамику 
замещенных крахмалов. 
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Abstract: Hydroxyethylated starches are of particular interest for applications in infusion therapy because of 
their high volemic effect. The duration of this effect depends on the circulation time of the drug in the blood, 
i.e., the volume of circulating blood increases with an increase in the concentration, molecular weight and 
degree of polymer substitution. It is known that hydroxyethylated starches have a wide range of molecular 
weight and degree of substitution. This allows their solutions to circulate for a long time (up to 10 hours) in 
the bloodstream without leakage of the active substance into the interstitium of vital organs. The dependence 
of the melting point of the crystalline starch lamella on the number of glucose residues can be described us-
ing the modified Fox – Loshaek ratio, which takes into account the degree of branching of amylopectin mole-
cules and the content of amylose in starch. We proposed an analytical expression for the evaluation of the 
degree of branching of amylopectin from potato starch based on microcalorimetric data. The proposed 
methodology allows the genotypes of potatoes with the highest degree of amylopectin branching and a min-
imum quantity of amylose in starch to be selected. Starches of such potato varieties can be used in the blood 
plasma substitutes production - hydroxyethylated starches that have good pharmacodynamic properties. 
Within the developed approach, it is possible to determine the effect of the degree of substitution on the 
thermodynamic properties of the studied starches through a change in the melting temperature of the lamel-
la, Tm, hence estimating the main pharmacodynamic parameters of substituted starches. 
 

Keywords: amylose, amylopectin, starch, potato genotype, branching degree, thermodynamic parameters, 
microcalorimetry 
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ВВЕДЕНИЕ 
В клинической практике широко применяются 

кровезаменители на основе гидроксиэтилиро-
ванного крахмала (ГЭК) [1–3], получаемого либо 
из амилопектинового крахмала восковидной ку-
курузы Zea mays convar. Ceratina, либо воско-
видного картофеля Solanum ajanhuri. [4] 

Амилопектин – разветвленный полимер крах-
мала, содержащийся в различных природных ис-
точниках, может отличаться степенью разветвле-
ния. Степень разветвления (degree of branching, 
DB) – доля остатков глюкозы при разветвлении к 
общему числу остатков глюкозы в амилопектине. 
Другая, не менее важная характеристика ГЭК, – 
степень замещения (СЗ), которая показывает 
долю замещенных гидроксиэтильной группой 
остатков глюкозы к их общему количеству. Тип 

замещения определяют по отношению С-2/С-6, 
которое указывает позицию гидроксиэтильной 
группы в молекуле глюкозы: чем выше отноше-
ние, тем медленнее распад ГЭК. Молярное за-
мещение, молекулярная масса и отношение С-
2/С-6 – основные параметры, определяющие 
фармакодинамику ГЭК [5]. Мо-лекулярная масса 
ГЭК in vivo определяет его коллоидную актив-
ность [6]. Таким образом, при выведении новых 
сортов картофеля для получения ГЭК суще-
ственную роль играют значения DB и СЗ. 

В работе [7] исследовано влияние генотипа 
картофеля и условий его роста на термодинами-
ческие характеристики крахмала – температуру 
плавления, Tm, и значение кооперативной еди-
ницы плавления, ν, кристаллической ламели 
картофельных крахмалов (табл. 1). 

 
 

Таблица 1. Термодинамические параметры плавления кристаллической ламели крахмалов 
из клубней нетрансформированного (WT) и трансгенного (D12) растений, культивируемых  
in vitro (I) и in vivo (II) 
 

Table 1. Thermodynamic parameters of melting of crystalline lamella of starches from tubers  

of untransformed (WT) and transgenic (D12) plants  
cultivated in vitro (I) and in vivo (II) 
 

Генотип 
картофеля 

Условия  
культивирования 

(Tm)exp, K (Tm)cal, K ν, отн. ед. LF-L 

WT 
I 
II 

338,9±0,2 
342,8±0,0 

338,8 
342,7 

14,5±0,3 
10,9±2,1 

-4,4 

D12 
I 
II 

341,4±0,1 
344,5±0,3 

335,5 
340,3 

7,0±0,1 
13,5±0,4 

-8,4 
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Полученная зависимость Tm от ν может быть 
описана аналитически. Однако соотношение 
Фокса – Флори 

 
Tg = Tg(∞) – k/M,                         (1) 

 
которое широко используется для описания за-
висимости температуры стеклования полимера 
Tg от молекулярного веса макромолекулы M 
(степени полимеризации) [8], не всегда правиль-
но описывает экспериментальные данные при 
малых молекулярных весах. В случае олигоме-
ров, когда степень полимеризации приближается 
к 10, наблюдаются отклонения от зависимости 
(1). На это явление обратили внимание еще 
Фокс и Лошаек в работе [9], где они вместо вы-
ражения (1) предложили следующую зависи-
мость:  

 
Tg = Tg(∞) – K*/(M+M*).                    (2) 

 
Соотношение (2) хорошо описывает темпе-

ратуру стеклования Tg олигомеров или структур, 
возникающих при синтезе макромолекул, напри-
мер, ламелей, образующихся при синтезе ами-
лопектина. Однако соотношение в той форме, 
как оно представлено, требует знания величин 
K* и M*, которые для олигомеров различного 
класса будут отличаться друг от друга. Послед-
нее связано с тем, что на температуру стеклова-
ния (плавления) полимера существенное влия-
ние начинают оказывать химическое строение 
концевых групп цепи [10] и ряд других факторов, 
в частности, разветвления полимерных цепей, 
содержание амилозы и др.  

В настоящей работе показано, что зависи-
мость температуры плавления кристаллической 
ламели крахмала Tm от числа гликозидных 
остатков ν можно описать с помощью модифи-
цированного соотношения Фокса – Лошаека, ко-
торое учитывает DB молекул амилопектина и 
содержание амилозы. Обычно для этих целей 
используют несколько методов: высокотемпера-
турная 

1
H ЯМР-спектроскопия и высокоэффек-

тивная жидкостная хроматография [11], потен-
циометрическое титрование йодом, на данные 
которых мы будем ориентироваться в дальней-
ших оценках. Предложенный подход может быть 
использован для анализа указанных выше вели-
чин по данным микрокалориметрии в процессе 
генетического эксперимента по модификации 
картофеля. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
В настоящей работе рассмотрены законо-

мерности влияния степени замещения на термо-
динамические свойства крахмалов, выделенных 
из полученных ранее в Институте физиологии 
растений им. К.А. Тимирязева РАН (г. Москва, 
Россия) и описанных в [7], генотипов картофеля 

(Solanum tuberosum L., сорт Дезире), различаю-
щихся соотношением фракций амилозы и ами-
лопектина: WT образец нетрансформированного 
дикого картофеля и его генотипы с экспрессиру-
ющими генами rolB и rolC из Agrobacterium 
rhizogenes; две линии AtPHYB растений: Дара5 
(D5) и Дара12 (D12), выращенных на агаризо-
ванной среде in vitro (I) и в почве in vivo (II).  

Термодинамические параметры плавления 
0,3%-х водных дисперсий крахмалов определе-
ны с помощью высокочувствительной диффе-
ренциальной сканирующей микрокалориметрии 
(ДСК) на микрокалориметре ДАСМ-4. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Аналитическое описание зависимости Tm 

ламелей от числа глюкозных остатков. Вос-
пользуемся соотношением Фокса – Лошаека (2) 
для описания зависимости Tm генотипов карто-
феля, приведенных в табл. 1, от числа глюкоз-
ных остатков ν. Так как между Tg и Tm существует 
определенное соотношение, которое зависит от 
степени упаковки полимера [12], то соотношение 
(2) можно записать следующим образом: 

 
Tm = Tm(∞) – LF-L/(ν + ν*).                   (3) 

 
Пусть Tm(ν*) и ν* – температура плавления и 

степень полимеризации ламели, выше которых 
Tm как функция от ν описывается соотношением 
Флори – Фокса, а значения Tm(ν*) и ν* не зависят 
от химического строения концевых групп. Тогда 
зависимость (3) можно записать следующим об-
разом: 

 
Tm = Tm(ν*) – LF-L [(ν + ν*)

-1
 – (2 ν*)

-1
].        (4) 

 
Для определения параметров LF-L и ν* урав-

нения (4) воспользуемся данными для генотипов 
картофеля WT и D12 [7] при разных условиях 
роста: 

 
ΔTm = (Tm)II – (Tm)I = LF-L (-1/(ν II + ν*) + 

+ 1/(ν I + ν*)) – для WT,                 (5) 
 

ΔTm = (Tm)II – (Tm)I = LF-L (-1/(ν II + ν*) + 
+ 1/(ν I + ν*)) – для D12.                (6) 

 
Полагая, что LF-L и ν* одинаковы в уравнени-

ях (5) и (6), найдем ν* = -9,85 и LF-L = -4,4. В даль-
нейшем будем считать, что ν* постоянна  
(ν* = -10) для рассматриваемых типов карто-
фельных крахмалов, а соответствующее ей зна-
чение Tm(ν*) = 338 К. Тогда значения LF-L можно 
найти из выражений (5) и (6), подставляя 
найденные экспериментальным путем значения 
ΔTm, νII и νI. В табл. 1 приведены вычисленные 
таким образом значения LF-L для WT и D12. 

Уравнение Фокса – Лошаека хорошо описы-
вает зависимость Tm от ν для генотипов WT и 
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rolB, характер поведения Tm от ν у D12, но дает 
большие погрешности при определении темпе-
ратур плавления других генотипов. Последнее 
связано с тем, что зависимость Tm от ν в области 
ν* имеет более сложный характер, чем это опи-
сывается исходным уравнением (3). 

Связь коэффициента LF-L с параметрами 
генотипа картофеля. В работе [13] показано, 
что k в уравнении (1) пропорционально критиче-
ской степени полимеризации Nc, которая в свою 
очередь пропорциональна кубическому корню из 
объема повторяющегося звена полимера и Tg(∞) 
[14]. Полагая, что коэффициент LF-L имеет такую 
же структуру, только вместо Tg(∞) будет Tm(ν*), 
значение LF-L будет пропорционально либо 
(ΔVeg)

1/3
, либо (ΔVgr)

1/3
, где ΔVeg и ΔVgr – ван-дер-

ваальсовые объемы концевых групп и гликозид-
ного остатка соответственно. 

Пусть у генотипа WT ΔVeg = ΔVgr. Тогда, зная 
LF-L для каждого генотипа картофеля, можно вы-
числить ΔVeg/ΔVgr. Вычисления показывают, что 
для некоторых генотипов картофеля, например, 
rolC, относительные объемы концевых групп 
имеют бессмысленно большое значение, поэто-
му в дальнейших оценках будем полагать, что 
концевые группы у всех генотипов картофеля 
имеют одинаковый объем, а различие в коэф-
фициентах LF-L определяется числом ответвле-
ний и числом звеньев ламели.  

Влияние ветвления амилопектина на ко-
эффициент LF-L. Так как амилопектин относится 
к классу высокоразветвленных полимеров дре-
вовидного типа, на его температуру плавления 
должны влиять число ответвлений и количество 
звеньев образующих ламели. В зависимости от 
генотипа фермента, влияющего на ветвление 
молекулы амилопектина при его синтезе, зави-
симость температуры стеклования амилопектина 
от числа звеньев, образующих ламели, будет 
меняться. В качестве такой зависимости примем 
выражение из работ [10, 15], в которых рассмот-
рен разветвленный полиэтилен (ПЭ) с трехфунк-
циональными узлами. Полагая, что в случае 
амилопектина влияние ветвлений на температу-
ру стеклования/плавления описывается выраже-
нием подобного типа, запишем коэффициент 
Фокса – Лошаека LF-L в виде функции 

 

LF-L = o

a
L

b








                                (7) 

 
и определим коэффициенты Lo, a и b. Для этого 
преобразуем выражение (7) к следующему виду: 

 

LF-L = 1o

a b
L

b

 
 

 
.                          (8) 

 
Полагая, как и в работе [15], что ν >> b и пре-

небрегая членом b/ν как величиной более высо-

кого порядка малости, выражение (8) оконча-
тельно примет вид  

 

LF-L = 1o

A
L



 
 

 
,                       (9) 

 
где A = a + b. 

Величины Lo и A оценим по значениям LF-L и ν 
для генотипов WT и D12. При этом значения ν 
соответствуют условиям роста II (см. табл. 1). В 
случае генотипа WT найденные значения будут 
равны: Lo = -27,17 и A = -9,37.  

В дальнейшем будем считать, что Lo – кон-
станта, одинаковая для всех генотипов, а коэф-
фициент A связан со степенью разветвления 
(DB) амилопектина. Допустим, что эта связь 
имеет линейный характер, т.е. A = Aо · DB. По 
данным высокотемпературной 

1
H ЯМР-

спектроскопии [11], величина <DB> = 0,05 моль-
ных долей для картофельных крахмалов. Пола-
гая, что DB = 0,05 имеет генотип WT, найдем 
константу Aо, она будет равна -187.  

Из соотношений (4) и (9) для Tm и LF-L можно 
получить выражение для вычисления DB по дан-
ным калориметрии (Tm и ν):  

 

-1

338
1

187 24.17[( 10) 0.05]

mT
DB





 
  

  
.   (11) 

 
В табл. 2 приведены результаты вычислений 

DB по формуле (11) для различных генотипов 
картофеля при разных условиях роста. Если в 
условиях I у генотипов WT, D5 и rolB DB меняет-
ся в 1,45 раза, то в случае генотипов D12 и rolC 
DB меняется в 14,8 раз. Отсюда такое различие 
в форме и размере клубней, особенно у генотипа 
rolC [7]. В случае условий роста II (in vivo) DB 
оказывается меньше, чем в случае условий ро-
ста I (in vitro). 

По данным расчетов DB можно определить, 
какой из генотипов содержит наибольшее коли-
чество амилопектина в условиях in vitro (I) и 
in vivo (II). Таким генотипом является rolB. По-
следнее подтверждается данными измерений 
вязкости для 5%-х водных дисперсий карто-
фельных крахмалов [7]. Вязкость rolB оказалась 
выше, чем у других генотипов. 

Известно, что увеличение содержания ами-
лозы в крахмале приводит к уменьшению DB 
[16]. Разница между DB in vitro и in vivo связана с 
тем, что при способе культивирования in vivo 
образуется больше амилозы, которая понижает 
значение DB. Зависимость DB от концентрации 
амилозы СА можно записать следующим обра-
зом: 

 
DB = DBmax(1 – ξ×СА).                     (12) 
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Таблица 2. Зависимость DB и СА от характеристик крахмала и условий культивирования  

для различных генотипов картофеля 
 

Table 2. Dependence of DB and СА on starch characteristics and cultivation conditions  

for different potato genotypes 
 

Генотип  
картофеля 

Условия  
культивирования 

(Tm)exp, K ν, отн. ед. DB·102 СА 

WT 
I 
II 

338,9±0,2 
342,8±0,0 

14,5±0,3 
10,9±2,1 

6,68 
4,82 

0,06 
0,26 

D5 I 340,7±0,0 12,5±0,1 5,03 0,24 

D12 
I 
II 

341,4±0,1 
344,5±0,3 

7,0±0,1 
13,5±0,4 

5,60 
1,43 

0,18 
0,62 

rolB 
I 
II 

337,9±0,1 
341,7±0,0 

13,5±0,3 
11,2±1,3 

7,31 
4,95 

0 
0,25 

rolC I 342,1±0,2 17,9±0,2 0,38 0,73 

 
Возьмем в качестве DBmax значение 

DB = 0,073 для генотипа rolB in vitro, а ξ опреде-
лим из условия, что in vivo СА = 0,25 (обычное 
содержание амилозы в картофельном крахмале 
[11]). Тогда ξ = 1,3. В табл. 2 представлены зна-
чения СА для крахмалов различного типа, вы-
численные с помощью выражения (12). Если ге-
нотипы WT и rolB можно отнести к крахмалам 
обычного типа по содержанию амилозы, то гено-
тип D12 можно отнести к высокоамилозным 
(high-amylose) крахмалам, у которых СА меняется 
от 0,45 до 0,69. 

Обычно в ГЭК восковидного картофеля со-
держится около 21% амилозы. Соответственно 
его DBГЭК = 0,053. Так как у восковидной кукурузы 
DB в 1,32 раза больше, чем у картофеля [12], то 
ее DBГЭК = 0,07, а концентрация амилозы СА = 3% 
(у восковидной кукурузы СА обычно меняется от 
1,5 до 3,0%

1
). 

Таким образом, с помощью выражений (11) и 
(12) по данным калориметрии можно определить 
степень разветвления и содержание амилозы в 
нормальных и амилопектиновых картофельных 
крахмалах, которые широко используются при из-
готовлении заменителей плазмы крови ГЭК [11]. 

 
 
 

ВЫВОДЫ 
Влияние числа глюкозных остатков ламели 

на ее температуру плавления для рассмотрен-
ных генотипов картофеля может быть хорошо 
описано с помощью модифицированного соот-
ношения Фокса – Лошаека. На основании полу-
ченного выражения (11) по данным калоримет-
рии можно определить степень разветвления 
амилопектина, а с помощью выражения (12) 
оценить содержание амилозы в крахмалах кар-
тофеля различных генотипов. 

Предложенный метод анализа может быть 
использован для контроля степени разветвления 
амилопектина выводимых новых генотипов кар-
тофеля по данным исследований в условиях 
in vitro и in vivo. Уже на стадии in vitro исследова-
ний можно определить генотипы картофеля, да-
ющие крахмалы амилопектинового (WT, rolB) 
или амилозного (rolC) типа, а in vivo исследова-
ния помогут определить типы почв и их подкорм-
ки, наиболее благоприятные для выращивания 
картофеля с требуемой структурой крахмала. 

В рамках развиваемого подхода можно опре-
делить влияние степени замещения на термоди-
намические свойства исследуемых крахмалов 
через изменение температуры плавления ламе-
ли Tm и таким образом оценить основные пара-
метры, определяющие фармакодинамику ГЭК.  
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Резюме: Первичное построение фотосинтетического аппарата растений происходит в процессе 
фотоморфогенеза. Важнейшую роль в инициации и регуляции фотоморфогенеза играют белки-
фоторецепторы красного/дальнекрасного (фитохромы) и синего (криптохромы) света. Возбуж-
денные молекулы фитохромов и криптохромов способны взаимодействовать с транскрипционны-
ми факторами, изменяя экспрессию ядерных генов, кодирующих белки фотосинтетического аппа-
рата растений. Поскольку свет является непостоянным, вариабельным фактором, растения вы-
работали соответствующие адаптационные механизмы, в частотности, для защиты своего 
фотосинтетического аппарата. Механизм state transitions обеспечивает быструю адаптацию 
фотосинтетического аппарата, направленную на повышение эффективности адсорбции света 
при имеющихся условиях освещенности, и предотвращение усиленной генерации активных форм 
кислорода в хлоропластах, способной приводить к фотоокислению и даже гибели клеток. Цель 
данной работы – выявить роль фоторецепторов – фитохромов А и B, а также криптохромов 1 и 
2 в регуляции процесса state transitions у модельного растения Arabidopsis thaliana. В качестве ис-
следуемых объектов использовали мутанты арабидопсиса, несущие дефекты по генам фитохро-
мов А и В, криптохромов 1 и 2. В качестве основного метода исследования был использован «го-
лубой нативный» электрофорез в полиакриламидном геле, который позволяет визуализировать 
state transitions. В ходе исследований было установлено, что данные фоторецепторы не оказыва-
ют прямого влияния на редокс-регуляцию механизма state transitions у арабидопсиса. По-видимому, 
роль этих фоторецепторов в защите фотосинтетического аппарата от избыточной освещен-
ности заключается не в регуляции state transitions, а реализуется более опосредованно, через ре-
гуляцию содержания хлорофиллов, каротиноидов и компонентов антиоксидантной системы. 
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Abstract: The initial formation of the photosynthetic apparatus in plants occurs during photomorphogenesis. 
The red/far-red (phytochromes) and blue (cryptochrome) light protein-photoreceptors play the most important 
role in photomorphogenesis initiation and regulation. The exited phytochrome and cryptochrome molecules 
can interact with transcription factors, changing the expression of nuclear genes, which encode the proteins 
of the plant photosynthetic apparatus. Since light is a variable factor, plants have developed appropriate ad-
aptation mechanisms, including their photosynthetic apparatus protection. The mechanism of state transi-
tions ensures a rapid adaptation of the photosynthetic apparatus. This adaptation mechanism increases the 
adsorption efficiency under current light conditions and prevents intensive generation of active forms of oxy-
gen in chloroplasts, which leads to photo-oxidation and even cell death. This work aims to determine the role 
of photoreceptors – phytochromes A and B, as well as cryptochrome 1 and 2 – in regulating the process of 
state transitions in the Arabidopsis thaliana model plant. Arabidopsis mutants with the defects on A and B 
phytochromes and cryptochrome 1 and 2 genes were used as the research objects. The blue native electro-
phoresis in polyacrylamide gel was used to visualise state transitions. It was found that these photoreceptors 
had no direct effect on the redox-regulation of the state transitions mechanism in Arabidopsis. Presumably, 
these photoreceptors protect the photosynthetic apparatus from excessive light not by regulating the state 
transitions but indirectly, through regulating the chlorophyll, carotenoid and antioxidant components content. 
 

Keywords: Arabidopsis thaliana, phytochromes, cryptochrome, light-harvesting complex protein, photosyn-
thetic apparatus 
 

Acknowledgement: This work was supported by the RFBR no. 18-34-00800. Equipment of the Bioanalitika 
Center for Collective Use, Siberian Institute of Plant Physiology and Biochemistry, Siberian Branch of the 
Russian Academy of Sciences, Irkutsk, was used in this study. The authors are grateful to Senior Research-
er of Plant Genetic Engineering Laboratory, Siberian Institute of Plant Physiology and Biochemistry SB RAS 
M.V. Koulinchenko for consultations when performing the methodological part of the work. 
 

For citation: Belkov VI, Belogub KE, Garnik EYu, Tarasenko VI, Konstantinov YuM. The role of Arabidopsis 
thaliana photoreceptors in regulating the process of state transitions. Izvestiya Vuzov. Prikladnaya Khimiya i 
Biotekhnologiya = Proceedings of Universities. Applied Chemistry and Biotechnology. 2021;11(2):251–259. 
(In Russian) https://doi.org/10.21285/2227-2925-2021-11-2-251-259 

 
ВВЕДЕНИЕ 
Свет является наиболее широко изученным 

абиотическим фактором, влияющим на организм 
растений. На ранних этапах жизни растений он 
стимулирует прорастание семян и запускает 
процессы роста и развития, инициирует фото-
морфогенез [1]. Фотоморфогенез инициируется 
регуляторными сигналами, которые опосредуют-
ся белками-фоторецепторами. Фоторецепторы 
растений представляют собой белковые молеку-
лы, ассоциированные с хромофорами (фитохро-
мобилин – для фитохромов, и флавинаденинди-
нуклеотид –для криптохромов). Когда хромофор 
воспринимает квант света соответствующей 
длины волны, конформация белковой части фо-
торецептора изменяется, что приводит к актива-
ции сети регуляторных сигналов внутри клеток. 
При действии на растения красного света фото-
активированные фитохромы A и B типа перехо-
дят в активную форму и транспортируются в яд-
ро, где ингибируют транскрипционные факторы-
репрессоры фотоморфогенеза – преимуще-
ственно белки семейства PIF (phytochrome inter-
action factors) [2]. Криптохромы дополняют функ-
ции фитохромов. Локализованные в ядре крипто-
хромы 1 и 2 возбуждаются синим светом и подав-
ляют транскрипционные факторы, репрессирую-
щие экспрессию генов, продукты которых активно 
участвуют в фотоморфогенезе (например, HY5 и 
СО (запускает цветение)). Происходит накопление 

белка HY5, который вызывает «выключение» 
убиквитин-лигазного комплекса CUL4-DDB1 E3, 
деактивирующего фитохромы A и B. Таким обра-
зом, без активированных криптохромов происходит 
репрессия фотоморфогенеза [3, 4]. 

На стадии взрослого растения фоторецепто-
ры участвуют в регуляции процессов цветения, 
синдрома избегания тени, регуляции циркадных 
ритмов и др. Функционирование электрон-
транспортной цепи хлоропластов (хлЭТЦ) неиз-
бежно приводит к генерации активных форм кис-
лорода, в результате чего может произойти по-
вреждение этих органелл с последующим запус-
ком программируемой гибели клеток. Для защи-
ты своего фотосинтетического аппарата от фо-
тодеструкции растения способны формировать 
долгосрочные (long-term) и краткосрочные (short-
term) механизмы защиты. Долгосрочные адапта-
ционные процессы инициируются после несколь-
ких дней изменения освещенности и приводят к 
качественным изменениям белкового состава 
мембран тилакоидов, а также количества хло-
рофиллов и каротиноидов [5] через изменение 
экспрессии соответствующих генов. К кратко-
срочным механизмам относится процесс, опи-
санный в литературе как state transitions, кото-
рый проявляется через несколько минут после 
изменения условий освещенности [6]. Последо-
вательное расположение фотосистем на тилако-
идной мембране обеспечивает их эффективную 
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работу при условии, что они транспортируют 
возбужденные электроны без возникновения пе-
ренапряжения участков хлЭТЦ. Однако в есте-
ственных условиях часто возникает преоблада-
ние активности одной фотосистемы над другой, 
что и приводит к дисбалансу в скорости потока 
электронов по хлЭТЦ, вызывая угрозу фотоокис-
ления переносчиков электронов и самих фотоси-
стем. State transitions – это процесс обратимого 
взаимодействия мобильного пула белков внеш-
них антенн светособирающего комплекса II (light-
harvesting complex II, LHCII) с одной из фотоси-
стем в результате перемещения белков LHCII.  

Процесс state transitions можно разделить на 
два этапа – состояние1 и состояние 2. При со-
стоянии 1, когда фотосистема II (ФСII) более 
активно улавливает кванты света, чем фотоси-
стема (ФСI), пул пластохинонов становится вос-
становленным. В результате возникает редокс-
сигнал, который передается на мембраносвя-
занную протеинкиназу STN7 (state transitions 7), 
которая затем фосфорилирует белки внешней 
антенны LHCII, связанной с ФСII [7]. Часть этой 
антенны отсоединяется от ФСII и переносится на 
ФСI, повышая ее способность к светоабсорбции 
(состояние 2), тем самым способствуя более 
равномерному распределению потока электро-
нов по хлЭТЦ. В результате формируется state 
transitions-суперкомплекс ФСI-LHCII. Как только 
пул пластохинонов возвращается в окисленное 
состояние и STN7 деактивируется, суперком-
плекс ФСI-LHCII распадается под действием 
протеинфосфатазы TAP38 (thylakoid-associated 
phosphatase 38), что приводит к возвращению 
системы к состоянию 1 и взаимодействию LHCII 
с ФСII. Переключение между состояниями процес-
са state transitions может быть вызвано действием 
на растения ингибитора 3-(3,4-дихлорофенил)-1,1-
диметилмочевины (DCMU, вызывает состояние 1 
на свету) или вследствие экспозиции растений на 
свету с длиной волны, специфически активирую-
щей ФСI (дальнекрасный спектр) или ФСII (синий и 
красный спектр) [8, 9]. 

Имеются сообщения о возможном участии фо-
торецепторов в поддержании защиты фотосинте-
тического аппарата растений при действии уль-
трафиолета. Ультрафиолет вызывает усиленную 
генерацию активных форм кислорода, что приво-
дит к повреждениям фотосинтетического аппарата 
растений. Криптохромы активируются при дей-
ствии ультрафиолета А (320–400 нм) и могут иг-
рать роль в защитном ответе, однако механизм 
действия до конца не исследован [10]. По данным, 
представленным в работе В.Д. Креславского с 
соавторами, фитохромы А и В могут участвовать 
в защите фотосинтетического аппарата от уль-
трафиолета В (280–320 нм) [11]. В работе 
А.Ю. Худяковой с соавторами представлены ре-
зультаты исследования растений линии двойно-
го мутанта phyAphyB арабидопсиса, которые 

имеют дефекты генов, кодирующих фитохромы 
А и В. Было показано, что в контрольных услови-
ях (белый свет) большинство параметров фото-
синтеза (FV/FM, FV/F0, DI0/RC, ABS/RC, PIABS) у 
растений дикого типа и мутантов phyAphyB не 
различались. Эти мутанты имели пониженное 
содержание фотосинтетических и ультрафиолет-
абсорбирующих пигментов, а также сниженное 
значение скорости фотосинтеза Pn [12]. По-
видимому, фитохромы C, D и E, а также крипто-
хромы поддерживают функциональную актив-
ность фотосинтетического аппарата у этих му-
тантов при белом свете. После 30-минутной экс-
позиции в присутствии ультрафиолета В у двой-
ных мутантов phyAphyB отмечено ухудшение 
показателей активности ФСII в большей степени, 
чем у линии дикого типа, что указывает на роль 
фитохромов А и В в защите фотосинтетического 
аппарата от фотоокисления. Аналогичную тен-
денцию к понижению функциональной активно-
сти ФСII у двойного мутанта phyAphyB наблюда-
ли после экспозиции растений при красном свете 
(660 нм), что объяснили фотоингибированием 
фотосинтетического аппарата вследствие отсут-
ствия активности фитохромов и криптохромов 
(криптохромы не активируются при красном све-
те) [12]. 

Повышение устойчивости растений к опре-
деленным стрессовым факторам может дости-
гаться после накопления физиологически актив-
ной формы фитохрома [4]. Следствием этого 
накопления является активация антиоксидант-
ных ферментов – каталазы и пероксидазы, а 
также стимуляция синтеза низкомолекулярных 
оксидантов – каротиноидов и флавоноидов. Та-
ким образом, повышение антиоксидантной ак-
тивности является одной из защитных реакций 
растений, которая возникает в ответ на действие 
красного света на фотосинтетический аппарат. В 
результате фоторецепторы (преимущественно 
фитохромы В) выступают не только в качестве 
светоулавливающих молекул, но и компонентов 
антиоксидантной системы [11]. 

Остается неизученным вопрос о роли фото-
рецепторов в регуляции state transitions как ме-
ханизма краткосрочной адаптации фотосинтети-
ческого аппарата к изменениям освещенности. 
Поскольку нет никаких данных об особенностях 
state transitions у мутантов по фитохромам А и B 
(phyA, phyB), а также криптохромам 1 и 2 (cry1, 
cry2), представляет интерес исследование усло-
вий формирования суперкомплекса ФСI-LHCII у 
этих мутантов в разных условиях освещенности. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Объекты исследования и условия экспери-

ментов. Семена Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. 
экотипа Landsberg erecta (Ler), а также гомози-
готных линий мутантов по генам фитохромов А и 
B (phyA-201, локус AT1G09570 (далее phyA); 
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phyB-9, локус AT2G18790 (далее phyB)), крипто-
хромов 1 и 2 (hy4-2.23N, локус AT4G08920 (да-
лее cry1); cry2-1, локус AT1G04400 (далее cry2)) 
и state transition7 (stn7-1, локус AT1G68830 (да-
лее stn7)) были получены из Центра биологиче-
ских ресурсов арабидопсиса (Государственный 
университет Огайо, США). 

Семена стерилизовали в растворе, содер-
жащем 70% этанола и 0,05% Triton Х-100, в те-
чение 8 мин, трижды промывали стерильной во-
дой и выращивали стерильно на чашках Петри. 
Питательная среда содержала: минеральные 
соли (Murashige, Skoog, 1962) – половинный со-
став; фитогель («Sigma-Aldrich», США) – 0,8%; 
сахароза («Helicon», Россия) – 2%. После стра-
тификации при 4 ºС в течение трех суток чашки 
устанавливали в вертикальном положении и вы-
ращивали растения 20 суток при температуре 
23 ºС при освещенности 120 мкмоль·м

-2
·с

-1
 и 

длине светового дня 16 ч. Эксперименты прово-
дили на 21-й день после стратификации. 

Растения арабидопсиса линий экотипа Ler и 
мутантов phyA, phyB, cry1, cry2 и stn7 экспониро-
вали при белом свете (120 мкмоль·м

-2
·с

-1
) 4 ч, 

после чего помещали в темноту или под свет 
разного спектрального состава на 1 ч. В качестве 
источников освещения использовали светодио-
ды SMD-5050 («Рубикон», Россия) синего 
(465 нм), красного (630 нм) и дальнего красного 
(740 нм) света, а также лампы дневного света 
Philips TL-D 36W/54-765, цветовая температура – 
6200 К (белый свет). В экспериментах с приме-
нением 3-(3,4-дихлорофенил)-1,1-диметилмоче-
вины (DCMU) («Sigma-Aldrich», Германия) расте-
ния выдерживали 4 ч при белом свете, после 
чего обрабатывали 20 мкМ раствором DCMU и 
выдерживали при белом, красном или синем 
свете 2 ч. Все эксперименты были проведены не 
менее чем в трех биологических повторностях. 

Выделение тилакоидов. Навеску листьев 
180–200 мг растирали в охлажденной на льду 
ступке с 2 мл буфера СВ (сорбитол – 400 мМ, 
EDTA – 10 мМ, NaHCO3 – 10 мМ, Hepes – 40 мМ, 
MgCl2 – 5 мМ в присутствии 10 мМ NaF), pH – 7,8 
[13, 14]. Затем фильтровали через 4 слоя ткани 
Miracloth (Calbiochem, Канада) и центрифугиро-
вали в течение 7 мин («Eppendorf», Германия) 
при 500 g. Супернатант сливали, ресуспендиро-
вали осадок в 500 мкл буфера СВ. Образцы хра-
нили при -80 ºС. 

Солюбилизация мембран тилакоидов диги-
тонином. Солюбилизацию мембран проводили 
согласно методике, представленной в работе 
[14]. Биоматериал солюбилизировали в 100 мл 
буфера (5 мМ NaCl, 2 мМ аминокапроновой кис-
лоты, 1 мМ ЭДТА, 1,5% дигитонина), инкубиро-
вали на льду в течение 30 мин, периодически 
аккуратно перемешивая, затем центрифугирова-
ли («Eppendorf», Германия) в течение 30 мин при 
16100 g. В супернатант, обогащенный пластид-

ными комплексами, добавляли 5%-й (в/о) рас-
твор красителя Serva Blue G в соотношении 1:4.  

«Голубой нативный» электрофорез в по-
лиакриламидном геле (BN-PAGE). В качестве 
разделяющего геля использовали линейный гра-
диент, 5–16% акриламида, концентрирующий гель 
содержал 4% акриламида. Состав катодного бу-
фера в электрофоретической камере: 50 мМ  
трицин, 15 мМ бис-трис, 0,02% Кумасси G-250,  
pH = 7,0; анодного – 50 мМ бис-трис, pH = 7,0 [15]. 
Cолюбилизированная проба содержала 15–20 мкг 
хлорофиллов. Содержание хлорофиллов оцени-
вали согласно [16]. Электрофоретическая мигра-
ция комплексов проходила при 4 °С до вхожде-
ния комплексов в разделяющий гель при 60 В, 
затем 6 ч – при 150 В. По окончании электрофо-
реза гель фиксировали в 13%-й трихлоруксусной 
кислоте в течение 40 мин. Затем гель окрашива-
ли в растворе, содержащем 5%-й раствор Serva 
Blue G в 10%-й уксусной кислоте. Отмывку от 
красителя проводили в растворе, содержащем 
10% уксусной кислоты и 12,5% изопропилового 
спирта. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Для подтверждения локализации суперком-

плекса ФСII-LHCII на гелях, полученных методом 
BN-PAGE, использовали растения линии дикого 
типа Ler и мутанта stn7 в качестве отрицательно-
го контроля. Этот инсерционный мутант по гену 
протеинкиназы STN7 лишен возможности фор-
мировать суперкомплекс ФСII-LHCII. На элек-
трофореграмме (рис. 1) показано, что после экс-
позиции при белом свете у растений линии Ler 
(трек № 2) отмечается формирование банда, 
который соответствует суперкомплексу ФСII-
LHCII, образующемуся в состоянии 2, согласно 
литературным данным [17]. В то же время после 
экспозиции в темноте формирование этого бан-
да не наблюдается (трек № 1), что указывает на 
возвращение state transitions в состояние 1. У 
растений линии stn7 отмечается отсутствие бан-
да как при белом свете, так и в темноте (треки 
№ 4 и № 3).  

На рис. 2 и 3 представлены электрофоре-
граммы, отображающие формирование супер-
комплекса ФСII-LHCII у мутантных линий phyA, 
phyB, cry1 и cry2 в сравнении с линией Ler после 
1 ч экспозиции под синим, красным и дальне-
красным светом. У растений контрольной линии 
Ler происходит сохранение суперкомплекса под 
действием синего и красного спектра света (со-
стояние 2), и отмечается его расформирование 
в присутствии дальнекрасного света (состоя-
ние 1). У исследуемых мутантов фитохромов и 
криптохромов наблюдается состояние 2 при 
синем и красном свете и состояние 1 – при 
дальнекрасном, аналогично контрольным расте-
ниям линии Ler. Это позволяет предположить 
отсутствие прямой роли сигналов с участием 
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данных фоторецепторов в регуляции кратко-
срочной адаптации в виде процесса state transi-
tions. 

 

 
 
Рис. 1. Визуализация суперкомплекса ФСI-LHCII у линий 
экотипа Ler и мутанта stn7 при белом свете:  
1 – Ler, экспозиция 1 ч в темноте; 2 – Ler при белом  
свете; 3 – stn7, экспозиция – 1 ч в темноте; 4 – stn7 при 
белом свете (стрелкой обозначено положение  
суперкомплекса ФСI-LHCII, наличие этого  
суперкомплекса означает состояние 2) 
 
Fig. 1. Visualization of the PSI-LHCII supercomplex in Ler 
ecotype and stn7 mutant plants in white light: 1 – Ler, 1 hour 
of the dark; 2 – Ler, white light exposition; 3 – stn7, 1 hour  
of the dark; 4 – stn7, white light exposition (the arrow  
indicates the position of the PSI-LHCII supercomplex,  
the presence of this supercomplex indicates State 2) 

 

 
 
Рис. 2. Визуализация суперкомплекса ФСI-LHCII у линий 
Ler, phyA, phyB, cry1 и cry2 после экспозиции при синем 
или красном свете: 1 – Ler, красный свет; 2 – phyA,  
красный свет; 3 – phyB, красный свет; 4 – cry1, красный 
свет; 5 – cry2, красный свет; 6 – Ler, синий свет; 7 – phyA, 
синий свет; 8 – phyB, синий свет; 9 – cry1, синий свет;  
10 – cry2, синий свет. Время экспозиции – 1 ч (стрелкой 
обозначено положение суперкомплекса ФСI-LHCII,  
наличие этого суперкомплекса означает состояние 2) 
 
Fig. 2. Visualization of the PSI-LHCII supercomplex in Ler, 
phyA, phyB, cry1 and cry2 plants after exposure to blue  
or red light: 1 – Ler, red light; 2 – phyA, red light; 3 – phyB, 
red light; 4 – cry1, red light; 5 – cry2, red light; 6 – Ler, blue 
light; 7 – phyA, blue light; 8 – phyB, blue light; 9 – cry1, blue 
light; 10 – cry2, blue light. The exposure time is 1 hour  
(the arrow indicates the position of the PSI-LHCII  
supercomplex, the presence of this supercomplex  
indicates State 2) 
 

Для подтверждения полученного результата 
растения линий Ler, phyA, phyB, cry1 и cry2, вы-
держанные при белом свете в течение 4 ч, обра-
батывали ингибитором DCMU и экспонировали 
2 ч при белом, синем или красном свете (рис. 4). 

Отмечен переход в состояние 1 у всех образ-
цов, обработанных ингибитором DCMU, что ука-
зывает на сохранение функционирования TAP38 
при редокс-регуляции state transitions у исследу-
емых мутантов. 
 

 
 

Рис. 3. Визуализация суперкомплекса ФСI-LHCII у линий 
Ler, phyA, phyB, cry1 и cry2 после экспозиции  
при дальнекрасном свете: 1 – Ler; 2 – phyA; 3 – phyB;  
4 – cry1; 5 – cry2. Время экспозиции – 1 ч (стрелкой  
обозначено положение суперкомплекса ФСI-LHCII,  
наличие этого суперкомплекса означает состояние 2) 
 
Fig. 3. Visualization of the PSI-LHCII supercomplex in Ler, 
phyA, phyB, cry1 and cry2 plants after exposure to far-red 
light: 1 – Ler; 2 – phyA; 3 – phyB; 4 – cry1; 5 – cry2.  
The exposure time is 1 hour (the arrow indicates  
the position of the PSI-LHCII supercomplex,  
the presence of this supercomplex indicates State 2) 

 

 
 

Рис. 4. Визуализация суперкомплекса ФСI-LHCII у линий 
phyA, phyB, cry1 и cry2 после обработки DCMU  
и экспозиции при синем или красном свете: 1 – Ler,  
контроль при белом свете, без обработки; 2 – phyA, синий 
свет; 3 – phyB, синий свет; 4 – cry1, синий свет; 5 – cry2, 
синий свет; 6 – phyA, красный свет; 7 – phyB, красный 
свет; 8 – cry1, красный свет; 9 – cry2, красный свет.  
Время экспозиции – 2 ч (стрелкой обозначено положение 
суперкомплекса ФСI-LHCII, наличие этого  
суперкомплекса означает состояние 2) 
 
Fig. 4. Visualization of the PSI-LHCII supercomplex in Ler, 
phyA, phyB, cry1 and cry2 after DCMU treatment  
and exposure to blue or red light: 1 – Ler, white light control, 
no treatments; 2 – phyA, blue light; 3 – phyB, blue light;  
4 – cry1, blue light; 5 – cry2, blue light; 6 – phyA, red light;  
7 – phyB, red light; 8 – cry1, red light; 9 – cry2, red light.  
The exposure time is 2 hours (the arrow indicates the position 
of the PSI-LHCII supercomplex, the presence  
of this supercomplex indicates State 2) 
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Ранее были проведены исследования мутан-
тов phyA, phyB, cry1 и cry2 в условиях долгосроч-
ной адаптации фотосинтетического аппарата к из-
менению условий освещенности [18]. Растения 
выращивали при белом свете 10 суток, затем пе-
ремещали на свет, специфичный для ФСI или ФСII 
на 6 суток, после чего оценивали параметры фото-
синтеза методом ПАМ-флюорометрии. Поскольку 
значимых различий между мутантами и растени-
ями дикого типа в этих условиях зафиксировано 
не было, то авторы работы сделали вывод, что 
фитохромы и криптохромы напрямую не при-
частны к возникновению и передаче сигналов, 
характерных для долгосрочных адаптационных 
процессов фотосинтетического аппарата. Одна-
ко роль фоторецепторов в формировании крат-
косрочных ответов ранее не исследовалась. По-
лученные в настоящей работе данные указыва-
ют на отсутствие прямого участия фитохромов А 
и В и криптохромов 1 и 2 в процессах кратко-
срочной адаптации фотосинтетического аппара-
та (state transitions) у растений. Влияние этих 
фоторецепторов на адаптацию фотосинтетиче-

ского аппарата к неоптимальным условиям 
освещенности [5] осуществляется, по-видимому, 
не специфически, а через универсальные меха-
низмы, например, участие в антиоксидантной 
защите [19–21]. Мутации по фитохромам А или В 
и криптохромам 1 или 2 делают растения более 
подверженными действию стресс-факторов, 
снижают уровень хлорофиллов, каротиноидов, 
целостность хлоропластов при старении, а также 
усиливают окисление липидов [12, 22]. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Исследована роль фоторецепторов синего  

и красного света – криптохромов и фитохромов, 
в регуляции краткосрочной адаптации фотосин-
тетического аппарата у арабидопсиса методом 
BN-PAGE. Полученные данные указывают, что 
эти фоторецепторы не участвуют в регуляции 
state transitions под действием синего, красного 
или дальнего красного света. Полученные дан-
ные дополняют предыдущие исследования о 
роли фоторецепторов в долгосрочных адаптаци-
онных ответах [18]. 
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Исследование показателей безопасности  
экстрактов каллусных культур Pulmonaria officinalis 

и их фитохимического состава на наличие 
биологически активных веществ  

с потенциальными геропротекторными свойствами 
 

© Л.С. Дышлюк, М.Ю. Дроздова, А.И. Лосева 
 

Кемеровский государственный университет, 
г. Кемерово, Российская Федерация 

 

Резюме: Старение является естественным и неизбежным процессом, сопровождающимся различны-
ми заболеваниями. Растение медуница лекарственная (Pulmonaria officinalis) является источником 
биологически активных веществ, способных замедлять процессы старения и улучшать качество 
жизни людей. Каллусная культура данного растения может быть перспективным сырьем для созда-
ния нутрицевтиков. Однако состав медуницы лекарственной по наличию индивидуальных биологиче-
ски активных веществ недостаточно изучен, особенно в отношении фенольных соединений с потен-
циальными геропротекторными свойствами. Проведено исследование фитохимического состава 
экстракта каллусных культур медуницы лекарственной на наличие биологически активных веществ с 
потенциальными геропротекторными свойствами и определены показатели его качества. Двукрат-
ную экстракцию каллусных культур Pulmonaria officinalis проводили на водяной бане с 70%-м этиловым 
спиртом. Определение показателей безопасности экстрактов проводили согласно требованиям 
фармакопейной статьи. К важным показателям качества экстрактов относили органолептические, 
физико-химические и микробиологические свойства. Продемонстрировано, что содержание тяжелых 
металлов, радионуклидов, сухой остаток, остаточное содержание спирта, а также органолептиче-
ские показатели и микробиологическая чистота соответствуют нормативным документам. Фито-
химический состав экстракта каллусных культур определяли методами высокоэффективной жид-
костной и трехслойной хроматографии. Идентифицированы флавоноиды (рутин, изорамнетин, квер-
цетин), тритерпеновые сапонины и фенольные кислоты (п-кумаровая, феруловая, галловая, кофей-
ная, розмариновая и хлорогеновая). Наличие тритерпенового сапонина, п-кумаровой, феруловой и гал-
ловой кислот обнаружено в экстракте каллусной культуры медуницы впервые. Количественный ана-
лиз биологически активных веществ показал, что содержание кофейной, розмариновой и хлорогеновой 
кислот в экстракте каллусной культуры является более высоким, чем содержание этих же веществ в 
экстрактах из надземных частей растения. 
 

Ключевые слова: медуница лекарственная, каллусные культуры, биологически активные веще-
ства, геропротекторы, фенольные кислоты, фитохимический состав, показатели безопасности  
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Abstract: Ageing is a natural and inevitable process accompanied by different diseases. Medicinal lungwort 
(Pulmonaria officinalis) is a source of bioactive substances that can slow down ageing and improve the quali-
ty of human life. Callus culture of this plant can be a promising raw material to produce nutraceuticals. Ho-
wever, a composition of individual bioactive substances in medicinal lungwort has been studied insufficiently, 
particularly when it comes to phenolic compounds with potential geroprotective properties. We performed a 
study on the phytochemical composition of the callus cultures, extracted from the medicinal lungwort plant, 
for the presence of bioactive substances with the potential geroprotective properties and determined their 
quality profile. Twofold extraction of Pulmonaria officinalis callus cultures was carried out on a water bath 
with 70% ethyl alcohol. Determination of the safety profile of extracts was performed according to the re-
quirements of the Pharmaceutical Norms and Regulations. Organoleptic, physicochemical and microbiologi-
cal properties were considered important indicators of the quality of the extracts. It was demonstrated that 
the content of heavy metals, radionuclides, dry residue, residual alcohol content, as well as organoleptic 
characteristics and microbiological purity, comply with the regulatory documents. The phytochemical compo-
sition of the callus culture extract was determined by high-performance liquid chromatography and thre- 
elayer chromatography. The following flavonoids (rutin, isorhamnetin, quercetin), triterpenoid saponins and 
phenolic acids (p-coumaric, ferulaic, gallic, caffeic, rosmarinic and chlorogenic) were identified. The presence 
of triterpenoid saponin, p- coumaric, ferulaic and gallic acids is discovered in the extract of the lungwort cal-
lus culture for the first time. Quantitative analysis of bioactive substances showed that the content of caffeic, 
rosmarinic and chlorogenic acids in the callus culture extract is higher than that in the extracts from the aerial 
parts of the plant.  
 

Keywords: medicinal lungwort, callus cultures, bioactive substances, geroprotectors, phenolic acids, phyto-
chemical composition, safety profile  
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ВВЕДЕНИЕ 
Процесс старения носит естественный и 

неизбежный характер. В организме с течением 
времени происходят необратимые повреждения 
органов, тканей и клеток. Старение – универ-
сальный процесс, продолжающийся до самой 
смерти. Увеличение продолжительности жизни и 
замедление процесса старения привлекали вни-
мание исследователей на протяжении всего 
времени существования человечества [1–3]. 

В мире непрерывно возрастает процент людей 
пожилого возраста. Предполагается, что к 2050 г. 
население старше 60 лет будет составлять около 
двух млрд человек, в то время как в 2015 г. таких 
людей было 900 млн [4, 5]. С одной стороны, 
наблюдается непрерывное увеличение продолжи-
тельности жизни населения, а с другой – отсут-
ствие физических нагрузок, неправильное питание 
с высоким потреблением калорий приводят к раз-
личным метаболическим заболеваниям и таким 
расстройствам, как диабет, ожирение, сердечно-

сосудистые заболевания, которые ухудшают каче-
ство жизни людей [1, 6]. 

На молекулярном уровне процесс старения 
зависит от стабильности и целостности ДНК. Ге-
ном организма постоянно подвергается угрозам 
со стороны химических, физических и биологи-
ческих экзогенных факторов. К эндогенным угро-
зам относятся: ошибки репликации ДНК, сниже-
ние ее способности к репарации; окислительный 
и ультрафиолетовый стрессы; спонтанные гид-
ролитические реакции [4, 7]. Избыточное накоп-
ление активных форм кислорода и снижение ак-
тивности ферментов, контролирующих радика-
лы, способствуют развитию различных нейроде-
генеративных заболеваний, включая болезнь 
Альцгеймера и Паркинсона [8, 9]. 

Самая распространенная причина деменции у 
пожилых людей – болезнь Альцгеймера. Предпо-
лагается, что к 2030 г. количество больных людей 
составит около 66 млн человек. Вторым по рас-
пространенности нейродегенеративным заболева-
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нием является болезнь Паркинсона. Она поражает 
примерно 2% людей старше 65 лет [10, 11]. 

Профилактика возрастных заболеваний и 
замедление процессов старения является гло-
бальной проблемой. Следовательно, возникает 
растущая потребность в создании новых нутри-
цевтиков с геропротекторными свойствами [5]. 
При разработке новых препаратов против старе-
ния предпочтение отдается ингредиентам из 
растительного сырья. Это связано прежде всего 
с более мягким воздействием и отсутствием по-
бочных эффектов на живой организм. Нутрицев-
тики на растительной основе не вызывают при-
выкания и обладают широким спектром лечебно-
го действия [12]. 

Лекарственные растения, произрастающие 
на территории Сибирского федерального округа 
(СФО), являются перспективным источником сы-
рья для создания нутрицевтиков. Из растений 
можно выделять индивидуальные биологически 
активные вещества (БАВ), обладающие геропро-
текторными свойствами. К многочисленным ди-
ким растениям СФО относится медуница лекар-
ственная (Pulmonaria officinalis). 

Многолетнее травянистое растение Pulmo-
naria officinalis относится к семейству Boragina-
ceae. Традиционно его используют для лечения 
респираторных, бронхо-легочных заболеваний, 
заболеваний желудочно-кишечного тракта и по-
чек, а также применяют как противоопухолевое 
средство [13, 14]. 

В экстрактах надземных частей Pulmonaria 
officinalis содержатся биологически активные 
комплексы и индивидуальные вещества, которые 
можно использовать для увеличения продолжи-
тельности и качества жизни. Полифенолы, фе-
нольные кислоты, флавоноиды, проантоциани-
дины, витамин С ответственны за антиоксидант-
ные и антирадикальные свойства растения [15]. 
Однако фитохимический состав медуницы ле-
карственной по наличию индивидуальных биоак-
тивных веществ недостаточно изучен, особенно 
в отношении фенольных соединений. 

В исследованиях M.A. Hawryl и других указы-
вается на наличие хлорогеновой кислоты, акаце-
тина, кверцетина, мирицетина, геспередина, апи-
генина и нарингенина в метанольном экстракте 
Pulmonaria officinalis [16]. На основании анализа 
также было сообщено, что розмариновая кисло-
та являлась основным компонентом в водных и 
этанольных экстрактах медуницы. Кроме нее 
было обнаружено небольшое количество рутина 
и гиперозида [15]. 

Исследования Krzyzanowska-Kowalczyk J. и 
других показали, что экстракт медуницы лекар-
ственной включает юннановую кислоту B. Это 
уникальное вещество, которое было выделено 
только из Salvia yunnanensis, является мощным 
геропротектором [17, 18]. Однако эти сообщения 
дают неполное представление о фитохимиче-

ских веществах, присутствующих в медунице 
лекарственной. Все данные о составе индивиду-
альных БАВ растения были получены в резуль-
тате исследования надземных частей Pulmonaria 
officinalis, собранных в естественном местооби-
тании. Фитохимический состав каллусных куль-
тур не исследовался. 

Во всем мире для достижения терапевтиче-
ских эффектов используются пищевые добавки 
на основе растений. Очевидно, что для промыш-
ленного производства биологически активных 
добавок (БАД) требуется большой объем расти-
тельного сырья, сбор которого с территории про-
израстания может привести к значительному 
уменьшению количества растений вплоть до 
полного исчезновения вида, что в целом нега-
тивно скажется на состоянии экосистем региона 
[19]. Поэтому предпочтение отдается использо-
ванию каллусных культур. При культивировании 
растения in vitro сырье для экстрактов можно полу-
чать круглый год. При этом можно добиваться вы-
ращивания «чистых» растений, не зараженных 
бактериями и вирусами, ведь для создания БАД 
необходимо учитывать не только фитохимический 
состав сырья, но и его безопасность.  

При культивировании Pulmonaria officinalis 
in vitro образуются каллусные культуры, обога-
щенные БАВ, которые можно использовать для 
создания нутрицевтиков. Здесь также важно от-
сутствие негативного воздействия нутрицевтиков 
на организм [20]. 

Целью настоящей работы являлось исследо-
вание показателей безопасности экстрактов кал-
лусных культур P. officinalis и их фитохимическо-
го состава на наличие биологически активных 
веществ с потенциальными геропротекторными 
свойствами. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Объектом изучения являлись каллусные 

культуры медуницы лекарственной, выращенной 
в условиях in vitro на твердых питательных сре-
дах. В минеральный и гормональный состав для 
культивирования каллусных культур медуницы 
лекарственной входили: макросоли MS 20х 
(50,00 мл), микросоли 20x MS (1,00 мл), Fe-ЭДТА 
(5,00 мл), сахароза (30,00 г), никотиновая кисло-
та (0,50 мг), пиридоксин (0,50 мг), тиамин 
(0,10 мг), гидролизат казеина (500,00 мг), инозит 
(100,00 мг), кинетин (2,00 мг), 6–БАП (0,50 мг), 
НУК (3,00 мг), агар (20,00 г). Цикл выращивания 
культуры составил 5 недель. 

Для получения экстрактов использовали 
70%-й этиловый спирт. Каллусные культуры вы-
сушивали и измельчали в мельнице ЛЗМ-1М 
(Россия). Измельченное сырье просеивали через 
сито с диаметром пор 1 мм

2
. Подготовленное 

сырье хранилось в темном помещении при ком-
натной температуре. 

Мелкодисперсный порошок Pulmonaria offici-
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nalis в количестве 3,0 г экстрагировали в 260 мл 
70%-го этилового спирта в статических условиях. 
Экстрагирование каллусных культур осуществ-
лялось на лабораторной водяной бане Экрос 
ПЭ-4310 (Экросхим, Россия) с обратным холо-
дильником. Экстракцию проводили двукратно.  

Продолжительность экстрагирования при 
70%-й концентрации экстрагента каллусных 
культур медуницы лекарственной при темпера-
туре 30 ºС составила: для образца № 1 – 2 ч; для 
образца № 2 – 4 ч; для образца № 3 – 6 ч.  

Определение БАВ в экстракте каллусной 
культуры медуницы лекарственной осуществля-
ли на стеклянной хроматографической колонке 
методом высокоэффективной жидкостной хро-
матографии (ВЭЖХ) с использованием хромато-
графа Shimadzu LC-20AD, стальной колонки вы-
сокого давления диаметром 2,5 мм и длинной 
250 мм с размером сорбента 2,5 мкм. Условия 
элюирования: скорость потока – 1 мл/мин, 
элюент – вода:метанол, 0,1%-ая трифторуксус-
ная кислота с линейным градиентом от 40 до 
90% метанола за 20 мин. Детектирование про-
водили при длине волны 254 нм. 

Совместно с ВЭЖХ-анализом использовали 
тонкослойную хроматографию (ТСХ). Путем 
применения ТСХ проводили анализ компонент-
ного состава экстракта каллусных культур Pul-
monaria officinalis. Исследование выполняли на 
пластинах Sorbfil ПТСХ-АФ-А и пластинах HPLC 
Silica gel 60 RP-18 (Merk) с последующей денси-
тометрией ТСХ-пластины Sorbfil. Использовали 
денситометр с системой фотофиксации Sony 
(Handycam HDR-CX405) (ООО «ИМИД», Россия). 
Фотофиксацию осуществляли при длинах волн 
254, 365 нм и в диапазоне видимого излучения 
после специфической дериватизации. Элюиро-
вание осуществляли в системе подвижной фазы: 
н-бутанол : уксусная кислота : вода (60 : 15 : 25). 
В качестве проявителя был использован 25%-й 
этанольный раствор фсфорно-вольфрамовой 
кислоты. Идентификацию веществ в экстракте 
проводили, используя стандартные образцы ру-
тина, изорамнетина, кверцетина, галловой, п-
кумаровой, феруловой, кофейной, розмарино-
вой, хлорогеновой кислот («Sigma–Aldrich», 
США). 

Содержание тяжелых металлов в экстрактах 

каллусных культур определяли по ОФС.1.5.3.0009.15 
«Определение содержания тяжелых металлов и 
мышьяка в лекарственном растительном сырье и 
лекарственных растительных препаратах»

1.
 

Содержание радионуклидов определяли по 
ОФС.1.5.3.0001.15 «Определение содержания 
радионуклидов в лекарственном растительном 
сырье и лекарственных растительных препара-
тов»

1
.  

Органолептическим методом определяли 
цвет и запах экстракта. При необходимости от-
мечали наличие опалесценции, возможность 
образования осадка при хранении. 

Для определения сухого остатка 5,0 мл жид-
кого экстракта медуницы лекарственной поме-
щали в предварительно взвешенный бюкс. Да-
лее проводили выпаривание экстракта на водя-
ной бане и сушили 3 ч при температуре 
102,5±2,5 ºС. Сухой остаток охлаждали в эксика-
торе в течение 30 мин и затем взвешивали. 

Контролировали остаточное содержание 
спирта в соответствии с требованиями ОФС 
«Остаточные органические растворители»

1
. 

Микробиологическую чистоту определяли со-
гласно ОФС.1.2.4.0002.15 «Микробиологическая 
чистота»

1
. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
К необходимым исследованиям безопасно-

сти экстрактов относятся органолептические, 
физико-химические и микробиологические ис-
следования. Экстракты по своим показателям 
безопасности должны отвечать нормативным 
документам

1
. В табл. 1 приведены результаты 

исследования физико-химических свойств трех 
образцов экстрактов каллусных культур медуни-
цы лекарственной, при этом каких-либо особен-
ностей не обнаружено. 

Результаты исследования физико-хими-
ческих показателей экстрактов каллусных куль-
тур медуницы лекарственной соответствуют 
требованиям ОФС.1.4.1.0021.15 «Экстракты» 
(см. табл. 1). Следовательно, извлеченные ком-
плексы веществ можно использовать в даль-
нейших исследованиях при создании нутрицев-
тиков. Добавление экстрактов каллусных культур 
медуницы или извлеченных из них БАВ будет 
безопасно по исследованным параметрам. 

 
Таблица 1. Физико-химические свойства экстрактов каллусных культур медуницы лекарственной  
(Pulmonaria officinalis) 
 

Table 1. Physiochemical properties of Pulmonaria officinalis L. callus crops 
 

Образец Цвет Запах 
Сухой остаток, % Остаточное содержание 

спирта, % норма результат 

1 желтый 
характерный ≤ 5,00 

3,86±0,07 68,00±0,48 
2 светло-желтый 3,42±0,08 66,00±0,24 
3 зелено-желтый 3,12±0,01 68,00±0,64 

 
   

1
Государственная фармакопея Российской Федерации. XIII изд. Т. 2. 2015. [Электронный ресурс] // Федеральная 

электронная медицинская библиотека. URL: http://femb.ru/femb/pharmacopea13.php (01.02.2021). 
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Используемое для производства нутрицевти-
ков сырье на основе лекарственных растений 
может быть загрязнено токсикантами, что явля-
ется фактором риска для здоровья человека. 
Определение наличия в сырье тяжелых метал-
лов – важный этап в разработке БАД на основе 
экстрактов лекарственных растений. От этого 
зависит качество и безопасность продукта.  

Исследованные показатели безопасности 
экстрактов культуры медуницы по содержанию 
примесей тяжелых металлов: свинца (Pb), ртути 
(Hg), висмута (Bi), сурьмы (Sb), олова (Sn), кад-
мия (Cd), серебра (Ag), меди (Cu), молибдена 
(Mo), ванадия (V), рутения (Ru), платины (Pt), 
палладия (Pd), представлены в табл. 2. 

Анализируя показатели, приведенные в 
табл. 2, можно сделать вывод о том, что содержа-
ние тяжелых металлов во всех образцах экстрак-
тов каллусных культур медуницы лекарственной 

не превышает предельно допустимого уровня. 
Экстракты соответствуют установленным требова-
ниям ОФС.1.4.1.0021.15 «Экстракты», ОФС 
1.5.3.0009.15 «Определение содержания тяжелых 
металлов и мышьяка в лекарственном раститель-
ном сырье и лекарственных растительных препа-
ратах». Как показывают полученные результаты, 
данные экстракты пригодны для использования в 
дальнейших исследованиях. 

Радионуклиды Cs137 и Sr90 не обнаружены ни 
в одном из исследуемых образцов. Показатели 
соответствуют требованиям ОФС.1.4.1.0021.15 
«Экстракты», а также МУК 2.6.1.1194-03 «Радиа-
ционный контроль. Стронций-90 и цезий-137. Пи-
щевые продукты. Отбор проб, анализ и гигиениче-
ская оценка». 

Результаты определения микробиологиче-
ской чистоты экстрактов каллусных культур 
представлены в табл. 3. 

 

Таблица 2. Содержание примесей тяжелых металлов в экстрактах каллусных культур медуницы лекарственной 
(Pulmonaria officinalis) 
 

Table 2. Heavy metal content in Pulmonaria officinalis L. callus crops 
 

Об-
ра-
зец 

Содержание примесей тяжелых металлов, мг/кг 

Pb Hg Bi Sb 

Норма Значение Норма Значение Норма Значение Норма Значение 

1 
≤3,0000 

0,8354±0,0009 
≤0,1000 

0,0092±0,0009 Не 
норми-
руется 

0,0476±0,0001 Не 
норми-
руется 

0,0044±0,0001 
2 0,7494±0,0009 0,0114±0,0004 0,0456±0,0001 0,0040±0,0004 
3 0,7124±0,0002 0,0128±0,0006 0,0416±0,0002 0,0033±0,0007 

Об-
ра-
зец 

Содержание примесей тяжелых металлов, мг/кг 

Sn Cd Ag Cu 

Норма Значение Норма Значение Норма Значение Норма Значение 

1 Не  
норми-
руется 

0,0146±0,0003 
≤1,0000 

0,0748±0,0008 Не 
норми-
руется 

н/о* ≤3,0000 
1,2783±0,0066 

2 0,0139±0,0001 0,0741±0,0003 1,2601±0,0049 
3 0,0126±0,0001 0,0723±0,0007 1,2508±0,0021 

Об-
ра-
зец 

Содержание примесей тяжелых металлов, мг/кг 

Mo V Ru Pt Pd 

Норма 
Значе-

ние 
Норма Значение Норма 

Значе-
ние 

Норма 
Значе-

ние 
Норма 

Значе-
ние 

1 

Не 
норми-
руется 

0,0001± 
0,0001 

Не 
норми- 
руется 

н/о 
Не 

норми-
руется 

н/о 
Не 

норми-
руется 

н/о 
Не  

норми-
руется 

н/о 2 
0,0001± 
0,0001 

3 
0,0002± 
0,0001 

*н/о – не обнаружено.  
 

Таблица 3. Микробиологическая чистота экстрактов каллусных культур медуницы лекарственной  
 

Table 3. Results of determination of microbiological purity of Pulmonaria officinalis L. callus crops 
 

Номер 
образ-

ца 

Микробиологические показатели 

Общее число 
аэробных  

микроорганизмов 

Общее число 
дрожжевых 

и плесневых грибов 

Общее число  
энтеробактерий, 

устойчивых 
к желчи 

E. coli 
Бактерии рода 

Salmonella 

Значе-
ние 

Норма 
Значе-

ние 
Норма 

Значе-
ние 

Норма 
Значе-

ние 
Норма 

Значе-
ние 

Норма 

1 

н/о 

Не бо-
лее 105 

КОЕ 
в 1 г 

н/о 

Не бо-
лее 104 

КОЕ 
в 1 г 

н/о 
Не более 
103 КОЕ 

в 1 г 
н/о 

Отсут-
ствие 
в 1 г 

н/о 
Отсут-
ствие -
в 25 г 

2 

3 

*н/о – не обнаружено  
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Микробиологические показатели, представ-
ленные в табл. 5, соответствуют требованиям 
ОФС.1.4.1.0021.15 «Экстракты». 

Хроматографический анализ экстрактов по-
казал наибольший выход биологически активных 
веществ в образце № 2. При анализе фитохими-
ческого состава данного экстракта каллусных 
культур медуницы лекарственной с применением 
ТСХ было идентифицировано два пятна со зна-
чением коэффициента распределения Rf 0,61; 
0,69 (рис. 1). Качественные реакции с обнару-
женными веществами позволили предположить, 
что это – тритерпеновые сапонины, производные 
β-амирина. Исследование I.T. Henneh, B. Huang 
и других показало, что β-амирин можно приме-

нять при лечении ревматоидного артрита [21]. 
Также соединение проявляет гепатопротектор-
ную, противовоспалительную активность и эф-
фективен при лечении ожирения у мышей [22].  

Анализ содержащихся флавоноидов прове-
ден после предварительного концентрирования 
с использованием роторного испарителя IKA8 
при вакуумировании 72 Мбар до густой конси-
стенции. Денситограмма представлена на рис. 2. 
Идентифицированы рутин (Rf = 0,69), изорам-
нетин (Rf = 0,81), кверцетин (Rf = 0,925). Было 
показано, что данные флавоноиды положитель-
но влияют на продолжительность жизни модель-
ного организма C. elegans [23, 24]. 

 

 

Рис. 1. Денситограмма экстракта каллусных культур медуницы лекарственной на пластине 
Sorbfil ПТСХ-АФ-А (проявитель – 25%-й этанольный раствор фосфорно-вольфрамовой кислоты) 

 

Fig. 1. Densitogram of the extract from the Pulmonaria officinalis L. callus crops 
on Sorbfil PTSKh-AF-A plate (developer – 25% ethanol solution of phosphoric-tungstic acid) 

 

 
 

Рис. 2. Денситограмма экстракта каллусных культур медуницы лекарственной 
в ультрафиолете после обработки парами аммиака 

 

Fig. 2. Densitogram of the extract from the Pulmonaria officinalis L. callus crops 
in ultraviolet light after treatment with ammonia vapor 
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С помощью ВЭЖХ-анализа было определено 
количественное содержание биологически ак-
тивных веществ в экстракте каллусной культуры 
Pulmonaria officinalis (рис. 3, табл. 4).  

По данным ВЭЖХ-анализа, во втором образце 
извлечений из культуры медуницы обнаружено 
содержание фенолкарбоновых кислот и тритерпе-
нового сапонина. Также из представленных в 
табл. 4 данных видно, что среди идентифициро-
ванных кислот в наибольшем количестве содер-
жится п-кумаровая кислота – 41,47±0,92 мг/мл. Из-
вестно, что данная кислота оказывает противо-
раковое действие, а также проявляет мощный 
антиоксидантный и антидиабетический эффект 
[25–27]. Количество измеренной феруловой кис-
лоты составило 15,07±0,76 мг/мл. Она задержи-
вает патологические симптомы при болезни 
Альцгеймера [28] и Паркинсона [29], а также 
проявляет антиоксидантную и противовоспали-
тельную активность. Галловая кислота оказывает 
противораковую и антиоксидантную активность, а 
также уменьшает тревожность и депрессию (по 
резуьтатам исследования на крысах). Ее содержа-
ние в экстракте каллусной культуры медуницы ле-
карственной составило 8,34±0,44 мг/мл. Отметим, 
что ранее об идентификации в этанольных экстра-
тах названных фенольных кислот не сообщалось. 

Содержание кофейной, розмариновой и хло-
рогеновой кислот в этанольном экстракте каллу-
сной культуры Pulmonaria officinalis относительно 
высокое – от 8,23 до 13,29 мг/мл. Исследование 
J.Q. Li, J.S. Fang и их коллег показало, что ко-

фейная кислота продлевает жизнь и увеличива-
ет устойчивость к стрессу у D. melanogaster [30]. 
Розмариновая кислота проявляет антиоксидант-
ную активность, ослабляя окислительный стресс 
у крыс. При этом доза кислоты 12 мг/кг массы 
тела оказывает положительный эффект при за-
болевании Хантингтона. Хлорогеновая кислота 
снижает уровень свободных радикалов в корко-
вых срезах крыс при окислительном стрессе, ко-
торый был вызван H2O2 [29]. Она также увеличи-
вает продолжительность жизни C. elegans через 
сигнальный путь инсулина/IGF-1 и выживаемость 
при тепловом стрессе [31]. Ранее сообщалось о 
наличии данных БАВ в экстракте надземных ча-
стей Pulmonaria officinalis, но их содержание бы-
ло меньше. Так, в исследованиях E. Neagu и 
других содержание кофейной и хлорогеновой 
кислоты в этанольном экстракте медуницы со-
ставило 3,360 и 3,030 мг/мл соответственно [15]. 
Авторами работы [18] количество кофейной, 
розмариновой и хлорогеновой кислот было об-
наружено в объеме 0,023; 7,002 и 0,241 мг/мл 
соответственно.  

В настоящем исследовании впервые в экс-
тракте каллусной культуры медуницы измерено 
содержание тритерпенового сапонина, которое 
составило 35,16±0,60 мг/мл. В работе [32] сооб-
щается, что сапонины проявляют нейропротек-
тивный и кардиозащитный эффект за счет акти-
вации аутофагии. Также они имеют потенциал 
при лечении рака.  

 

 
 

Рис. 3. Хроматограмма экстракта каллусных культур медуницы лекарственной 
(колонка Kromasil 5 мкм 110 Ǻ, С – 18 250х4,6 мм) 

 

Fig. 3. Chromatogram of the extract from the Pulmonaria officinalis L. callus crops 
(column Kromasil 5 μm 110 Ǻ, С – 18 250х4.6 mm) 

 
Таблица 4. Компонентный состав образцов экстракта каллусных культур медуницы лекарственной 
 

Table 4. Components identified in Pulmonaria officinalis L. callus crops 
 

Время удерживания, мин Наименование компонента Количественное содержание, мг/мл 

4,79 галловая кислота 8,340,44 

5,40 тритерпеновый сапонин 35,160,60 

6,28 п-кумаровая кислота 41,470,92 

7,93 феруловая кислота 15,070,76 

8,15 кофейная кислота 13,290,72 

10,39 розмариновая кислота 9,120,48 

24,25 хлорогеновая кислота 8,230,50 
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В дальнейших исследованиях планируется 
изучить in vivo потенциальные геропротекторные 
свойства экстракта и индивидуальных биологи-
чески активных веществ из каллусной культуры 
медуницы лекарственной на модели нематоды 
C. elegans. 

 
ВЫВОДЫ 
Таким образом, результаты проведенного 

анализа трех образцов экстрактов каллусных 
культур медуницы лекарственной подтвердили 
их безопасность по физико-химическим и микро-
биологическим показателям. Содержание тяже-
лых металлов и радионуклидов соответствует 
требованиям ОФС.1.4.1.0021.15 «Экстракты» и 
МУК 2.6.1.1194-03 «Радиационный контроль. 
Стронций-90 и цезий-137. Пищевые продукты. 
Отбор проб, анализ и гигиеническая оценка». 

В ходе исследования был изучен фитохими-
ческий состав экстрактов, полученных из био-

массы каллусных культур медуницы лекарствен-
ной, и измерено количественное содержание 
биологически активных соединений с потенци-
альными геропротекторными свойствами. С по-
мощью методов ВЭЖХ и ТСХ было обнаружено 
содержание таких веществ, как рутин, изорам-
нетин, кверцетин, тритерпеновый сапонин, а 
также фенольные кислоты. Впервые в экстракте 
каллусных культур медуницы лекарственной бы-
ли идентифицированы и количественно измере-
ны тритерпеновый сапонин и фенольные кисло-
ты (п-кумаровая, феруловая, галловая). Содер-
жание кофейной, розмариновой и хлорогеновой 
кислот в извлечениях из каллусных культур ока-
залось выше, чем в экстрактах из надземных 
частей растения. Таким образом, в дальнейшем 
экстракт из каллусных культур медуницы лекар-
ственной можно исследовать на наличие у него 
геропротекторных свойств. 
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Влияние протатранов на всхожесть семян пшеницы 
и тритикале после их длительного хранения 
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Резюме: Цель работы – исследование химических соединений ряда протатранов в качестве био-
стимуляторов всхожести пшеницы и тритикале после длительного хранения их семян, что обу-
словлено необходимостью восстановления всхожести уникальных образцов зерновых культур из 
коллекции Всероссийского института генетических ресурсов растений им. Н.И. Вавилова (Санкт-
Петербург). В качестве объекта исследований использовали семена разных лет репродукции, 
имеющие разную исходную всхожесть, а также семена с исходно высокой всхожестью и подверг-
нутые ускоренному старению. Опыты велись в присутствии физиологически активных неток-
сичных соединений – протатранов 2-Me-C6H4OCH2COO

-
 
. 
НN

+
(CH2СН2ОН)3 (1) и 4-Cl-C6H4SCH2COO

- . 

НN
+
(CH2СН2ОН)3 (2), в широком диапазоне концентраций (1·10

-2
–1·10

-9 
М). На первом этапе иссле-

довано действие протатрана 1 на всхожесть мягкой яровой пшеницы. Наблюдали, что под влия-
нием соединения 1 в концентрациях от 10

-4
 до 10

-9 
М всхожесть семян повышалась на 8,7–20,0%, а 

энергии прорастания – на 4,7–8,0%. Использование протатрана 1 в более высокой концентрации 
(10

-2
 М) приводило к снижению всхожести. Далее были проведены опыты на трех образцах семян 

мягкой озимой пшеницы, хранившихся в течение 52 лет и имевших всхожесть 19–26%. Экспозиция 
семян в течение 20 ч в водных растворах соединения 1 концентрации 5 

. 
10

-7
–10

-9
 М приводила к 

повышению всхожести на 3,7–10,0%. Наилучший стимулирующий эффект давала концентрация 
5 

. 
10

-7 
М. На следующем этапе работы использовали семена, имеющие высокую исходную всхо-

жесть (86–96%), но подвергнутые процедуре ускоренного старения. Обработка таких образцов 
протатраном 1 в концентрации 10

-6
 и 10

-4 
М менее эффективна: энергия прорастания и всхо-

жесть не изменялись или увеличивались незначительно (на 3,5 и 7,5% соответственно). Анало-
гично осуществляли обработку семян тритикале протатранами 1 и 2 в концентрации 5 

. 
10

-7 
М. 

Показано, что действие соединений 1 и 2 приводит к увеличению всхожести на 3–7% и выражен-
ному повышению энергии прорастания на 7–45%. При дальнейшей оптимизации процесса и выборе 
наиболее активных протатранов описанный здесь подход может обеспечить значимое восста-
новление всхожести семян. 
 

Ключевые слова: семена, пшеница, тритикале, биостимуляторы, протатраны, хранение, всхо-
жесть 
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Abstract: The article studies the chemical compounds of a number of protatranes as biostimulants of the 
germination of wheat and triticale seeds after their long-term storage. The relevance of the study is deter-
mined by the need to restore the germination of unique samples of grain crops from the collection of the 
N.I. Vavilov All-Russian Institute of Plant Genetic Resources (VIR) (Saint Petersburg). The research objects 
were the seeds of different years of reproduction with various levels of original germination, as well as those 
with an initially high germination and subjected to accelerated aging. The experiments were conducted in the 
presence of the following physiologically active non-toxic protatranes 2-Me-C6H4OCH2COO

-
 

. 

НN
+
(CH2СН2ОН)3 (1) and 4-Cl-C6H4SCH2COO

-
 
. 
НN

+
(CH2СН2ОН)3 (2) across a wide range of concentrations 

(1·10
-2

–1·10
-9 

M). At the first stage, the effect of protatrane 1 on the germination of soft spring wheat was 
investigated. It was observed that, under the influence of protatrane 1 at concentrations from 10

-4
 to 10

-9
 M, 

the seed germination and the germination energy increased by 8.7–20.0% and 4.7–8.0%, respectively. The 
use of protatrane 1 at higher concentrations (10

-2
M) resulted in a decrease in germination. Subsequently, 

experiments were carried out on 3 samples of soft winter wheat seeds stored for 52 years and having the 
germination of 19–26%. The 20-hour exposure of seeds to water solutions of protatrane 1 at concentrations 
of 5 

. 
10

-7
–10

-9 
M increased their germination by 3.7–10.0%. The best stimulating effect was achieved at a 

concentration of 5 
. 
10

-7 
M. At the next stage, the seeds with a high original germination (86–96%) and sub-

jected to accelerated aging were investigated. The treatment of such samples with protatrane 1 at concentra-
tions of 10

-6
 and 10

-4 
M turned out to be less effective: the germination and its energy either remained the 

same or increased insignificantly (by 3.5% and 7.5%, respectively). The treatment of triticale seeds with pro-
tatranes 1 and 2 at a concentration of 5 

. 
10

-7 
M was carried out in a similar manner. It was shown that the 

action of protatranes 1 and 2 led to an increase in the germination by 3–7% and a significant increase in the 
germination energy by 7–45%. By further optimising the production process and selecting the most active 
protatranes, the described approach can provide for a significant recovery of seed germination. 
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ВВЕДЕНИЕ 
По данным Продовольственной и сельскохо-

зяйственной организации ООН (ФАО), в мире 
существует более 1700 генных банков, сохраня-

ющих около 7,5 млн коллекционных образцов 
растений

1
. Коллекция Всероссийского института 

генетических ресурсов растений им. Н.И. Вави-
лова (ВИР; Санкт-Петербург, Россия) насчиты-

   

1
FAO. The Second Report on the State of the World’s Plant Genetic Resources for Food and Agriculture. Rome: Com-

mission on genetic resources for food and agriculture FAO, 2010. Available from: 
http://www.fao.org/docrep/013/i1500e/i1500e_brief.pdf [Accessed 30 October 2020]. 
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вает более 300 тыс. образцов, из них более 
54 тыс. составляет коллекция отдела генетиче-
ских ресурсов пшеницы. 

Длительное сохранение и поддержание кол-
лекции осуществляется с использованием низко-
температурных технологий, путем пересевов и др.  

Тем не менее длительное хранение семян 
растений неизбежно приводит к их старению, 
снижению жизнеспособности и всхожести. Для 
повышения всхожести и ускорения прорастания 
семян в сельском хозяйстве используются раз-
личные регуляторы роста растений (РРР).  

Ранее нами была исследована возможность 
восстановления всхожести семян пшеницы с по-
мощью таких РРР, как ауксины и янтарная ки-
слота. Было показано, что для старых семян эти 
РРР малоэффективны [1]. 

На основе доступных реагентов – биологиче-
ски активных арилхалькогенилуксусных кислот и 
биогенных этаноламинов (в частности, триэта-
ноламина), в Иркутском институте химии  
им. А.Е. Фаворского синтезирован ряд атранов, 
а именно, протатранов, общей формулы  

 
 

ArYCH2COO
–
 
. 
НN

+
(CH2СН2ОН)3 (А). 

 
 

Установлены их физические и химические 
свойства, а также трициклическая структура [2–9] 

 
 

 
 
 
Благодаря своему уникальному составу и 

строению протатраны (А) обладают синергиче-
ским эффектом и проявляют биологическую ак-
тивность, многократно превосходящую актив-
ность исходных кислот и аминов. 

Среди протатранов выявлены нетоксичные 
(LD50 2000–6000 мг · кг

-1
) вещества с высокой 

биодоступностью и физиологической (иммуно-
тропной, противовоспалительной, противоопу-
холевой, антиметастатической, антитромботиче-
ской, антисклеротической и др.) активностью – 
перспективые соединения для дизайна передо-
вых лекарственных препаратов [2, 3, 7, 10].   

С другой стороны, ряд протатранов в чрезвы-
чайно низких концентрациях (до 1

.
10

–12 
мол. %) 

оказались мощными активаторами различных 
биологических процессов, например, таких, как 
получение пивоваренного солода, хлебопекар-

ных дрожжей, кормового и пищевого белка, ли-
монной кислоты, биоэтанола, а также увеличе-
ние биомассы женьшеня, полезных бактерий 
нефтедеструкторов и др. Это открывает путь к 
широкому использованию протатранов в биотех-
нологии, клинической микробиологии и экологии 
[2, 5, 6, 8–10]. Кроме того, протатраны оказывают 
защитное, ростстимулирующее и др. действие на 
животных, птиц, рыб, насекомых и растения 
[2, 5, 6, 8–10], что может привести к повышению 
эффективности ветеринарии [10], продуктивно-
сти аквакультур [11] и сельского хозяйства 
[5, 12–18]. В ряде работ было показано, что 
предпосевная обработка семян сельскохозяй-
ственных культур некоторыми протатранами 
увеличивает их урожайность [5, 12, 13]. 

Целью настоящей работы являлось исследо-
вание влияния протатранов на всхожесть пше-
ницы и тритикале после длительного хранения 
их семян. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
В данном исследовании на основе усовер-

шенствованного нами способа [19] были синте-
зированы протатраны:  

 
 

2-Me-C6H4OCH2COO
–
 
. 
НN

+
(CH2СН2ОН)3  (1) 

 
4-Cl-C6H4SCH2COO

–
 
. 
НN

+
(CH2СН2ОН)3     (2) 

 
 

Синтез протатранов 1, 2 (общая методи-
ка). Смесь 0,01 моль арилхалькогенилуксусной 
кислоты и 0,01 моль NaOH или KОН перемеши-
вали при кипении в 30 мл метанола или этанола 
в течение 1 ч. Затем добавляли 0,01 моль гидро-
хлорида триэтаноламина. Смесь перемешивали 
еще 2 ч, затем охлаждали до 5 ºC. Осадок NaCl 
(или КCl) отфильтровывали, растворитель отго-
няли, получали твердый продукт с выходом до 
99,8%. Чистота соединений 1, 2 составляла 
99,7–99,8%. 

В экспериментах использовали протатран 1 в 
концентрации 1

.
10

-2
–1

.
10

-9 
М

 
и протатран 2 в кон-

центрации 5 
. 
10

-7 
М. При выборе концентрации 

ориентировались на литературные данные 
[5, 12, 13]. Всхожесть семян пшеницы и тритика-
ле определяли по ГОСТ-12038-84. Ускоренное 
старение семян проводили по разработанной 
нами методике [15]. Семена для опытов исполь-
зовали в 3-х повторностях.  

Для работы применяли семена пшеницы и 
тритикале из коллекции ВИР разных лет репро-
дукции и имеющих разную исходную всхожесть 
(табл. 1), а также семена пшеницы с исходно вы-
сокой всхожестью и подвергнутые ускоренному 
старению (табл. 2).  
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Таблица 1. Образцы коллекции ВИР, использованные в опытах по изучению всхожести семян  

после хранения 
 

Table 1. Samples of the VIR collection used in the study of seed germination  

after storage  
 

Номер  
по  

каталогу 
ВИР 

Образец сорта Место репродукции 
Год  

репродукции 
Энергия  

прорастания,% 
Всхожесть,% 

Пшеница мягкая яровая 

16742 – Республика Дагестан 2012 13,3±3,7 17,3±5,1 

66378 Омская юбилейная Омская обл. 2016 91,0±3,0 96,0±2,0 

66387 
Ом ГАУ 100  

(Эритроспермум 88-12) 
Омская обл. 2016 69±7,0 86,0±4,0 

66388 Столыпинская 2 Омская обл. 2017 67,0±9,0 91,0±1,0 

Пшеница мягкая озимая 

– Турунд г. Пушкин 1968 2,5±1,9 19,0±2,0 
– Зорька г. Пушкин 1968 2,0±1,0 26,0±2,0 
– Старке г. Пушкин 1968 6,0±3,6 22,2±0,7 

Тритикале 

2669 ПРАГ 336 Республика Дагестан 2015 72,0±5,0 91,0±1,0 
2806 Л 372 Республика Дагестан 2015 25,0±1,0 94,0±2,0 
2817 Пушкинский 22/1 Республика Дагестан 2015 42,0±2,0 67,0±1,0 

 
Таблица 2. Посевные качества образцов мягкой яровой пшеницы после ускоренного старения 
 

Table 2 Sowing qualities of soft spring wheat samples after accelerated aging  
 

Номер по каталогу ВИР 
Продолжительность ускоренного старения 

0 1 неделя 4 недели 

Энергия прорастания ,% 

66378 91,0±3,0 98,5±0,5 0 
66387 69,0±7,0 30,5±3,5 0 
66388 67,0±9,0 19,0±1,5 0 

Всхожесть, % 

66378 96,0±2,0 98,5±0,5 0 
66387 86,0±4,0 39,5±4,5 0 
66388 91,0±1,0 25,0±4,0 0 

 
 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
В широком диапазоне концентраций (10

-2
–10

-9
 М) 

было исследовано действие протатрана 1 на 
всхожесть мягкой яровой пшеницы (к-16742). 
Установлено, что под влиянием соединения 1 в 
концентрациях от 10

-4 
до 10

-9 
М наблюдалось по-

вышение всхожести на 8,7–20%, а энергии про-
растания – на 4,7–8,0%. В более высокой кон-
центрации (10

-2 
М) протатран 1 приводил к сни-

жению всхожести (табл. 3).  
Далее были проведены опыты на 3-х образ-

цах семян мягкой озимой пшеницы, хранившихся 

в течение 52 лет – первые 32 года при темпера-
туре 7–9 ºC, позже – при температуре -10 ºC. 
Данные образцы имели всхожесть после хране-
ния 19–26%. Растворы протатрана 1 использо-
вали в концентрации 5

.
10

-7
–10

-9 
М.  

Экспозиция семян в течение 20 ч в растворах 
соединения 1 приводила к повышению всхоже-
сти на 3,7–10,0%. При этом наиболее заметный 
стимулирующий эффект давала концентрация 
5

.
10

-7 
М. Увеличение всхожести с протатраном 1 

в концентрации 5
.
10

-7 
М сопровождалось увели-

чением энергии прорастания (табл. 4). 
 
Таблица 3. Влияние протатрана 1 в концентрации 10

-2
–10

-9 
М на всхожесть семян мягкой яровой пшеницы 

(номер по каталогу ВИР 16742) 
 

Table 3. Effect of protatran 1 at a concentration of 10
-2

-10
-9

 M on the germination of soft spring wheat seeds,  

catalog number VIR 16742 
 

Показатель, 
% 

Контроль 
(Н2О) 

Протатран 1 (концентрация, М) 

10-9 10-7 10-5 10-4 10-3 10-2 

Энергия  
прорастания 

13,3±3,7 20,7±4,2 18,0±4,2 21,3±6,4 19,3±4,1 12,7±4,0 4,8±1,8 

Всхожесть 17,3±5,1 26,0±5,3 33,3±4,7 37,3±2,4 37,0±6,2 24,7±5,1 9,0±1,0 
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Таблица 4.  Влияние протатрана 1 на энергию прорастания и всхожесть мягкой озимой пшеницы  

после длительного хранения 
 

Table 4. Effect of protatran 1 on germination energy and germination of soft winter wheat after  

long-term storage 
 

Образец сорта Контроль (Н2О) 
Протатран 1 (концентрация, М) 

10-9 5·10-9 5·10-7 

Энергия прорастания, % 

Турунд 2,5±1,9 2,7±0,7 2,8±1,6 6,0±3,2 

Зорька 2,0±1,0 18,0±2,0 4,5±0.5 12,0±2,0 

Старке 6,0±3,6 5,3±3,3 2,4±0,5 8,1±2,3 

Всхожесть, % 

Турунд 19,0±1,2 25,0±2,0 22,7±2,9 27,0±2,9 

Зорька 26,0±2,0 26,5±1,7 30,0±2.9 36±1,6 

Старке 22,2±1,7 30,0±6,0 27,0±3,0 31,2±3,3 

 
На следующем этапе работы были использо-

ваны семена трех образцов пшеницы – к-66378, 
к-66387 и к-66388, имеющих высокую исходную 
всхожесть (86–96%) и подвергнутые процедуре 
ускоренного старения в течение одной и четырех 
недель (см. табл. 2).  

Показано, что при ускоренном старении в те-
чение одной недели у образца к-66378 со всхо-
жестью 96% наблюдалось небольшое повыше-
ние всхожести – до 98,5%. У образцов к-66387 и 
к-66388 после одной недели старения всхожесть 
снижалась с 86,0 до 39,5% и с 91,0 до 25,0% со-
ответственно. 

Обработка образцов к-66378 и к-66388 после 
недели ускоренного старения протатраном 1 в 
концентрации 10

-6 
М и 10

-4 
М не давала заметно-

го эффекта. Однако у образца к-66387 при обра-
ботке соединением 1 (10

-4 
М) энергия прораста-

ния и всхожесть были выше, чем в контроле, на 

3,5 и 7,5% соответственно. 
После 4-х недель старения семена всех трех 

образцов полностью потеряли всхожесть. Обра-
ботка образцов к-66387 и к-66388 протатраном 1 
в концентрациях 10

-6 
М и 10

-4 
М не привела к вос-

становлению их всхожести. Однако у образца  
к-66378 с самой высокой исходной всхожестью 
(96%) энергия прорастания и всхожесть восста-
навливались на 2% (табл. 5). 

Также проведены опыты с семенами 3-х сор-
тов тритикале – к-2669, к-2806, к-2817, имеющих 
всхожесть от 67 до 94%. Их обработку осуществ-
ляли протатранами 1 и 2 при найденной нами 
наиболее эффективной концентрации 5

.
10

-7 
М. По-

казано, что действие соединений 1 и 2 приводит 
к росту всхожести на 3–7% и выраженному по-
вышению энергии прорастания на 7–45% у всех 
трех образцов (табл. 6). 

 
Таблица 5. Влияние протатрана 1 на посевные качества семян мягкой яровой пшеницы  

после ускоренного старения 
 

Table 5. Effect of protatran 1 on sowing qualities of soft spring wheat seeds  

after accelerated aging 
 

Номер по каталогу 
ВИР 

Продолжительность  
ускоренного старения, 

нед. 

Контроль 
(Н2О) 

Протатран 1 (концентрация, М) 

10-6 10-4 

Энергия прорастания,% 

66378 
1 98,5±0,5 97,0±1,3 96,5±0,5 

4 0 2,0±0 2,0±0 

66387 
1 30,5±3,5 25,0±5,0 34,0±3,0 

4 0 0 0 

66388 
1 19,0±1,5 15,5±3,5 17,5±1,5 

4 0 0 0 

Всхожесть,% 

66378 
1 98,5±0,5 98,0±1,0 96,5±0,5 

4 0 2,0±0 2,0±0 

66387 
1 39,5±4,5 37,5±0,5 47,0±2,0 

4 0 0 0 

66388 
1 25,0±4,0 25,0±2,0 26,0±2,0 

4 0 0 0 
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Таблица 6. Влияние протатранов 1 и 2 на энергию прорастания и всхожесть семян тритикале 
 

Table 6. Effect of protatranes 1 and 2 on the germination energy and germination of triticale seeds 
 

Номер 
по каталогу ВИР 

Контроль 
(Н2О) 

Протатран 1 
(концентрация 5·10-7 М) 

Протатран 2 
(концентрация 5·10-7 М) 

Энергия прорастания, % 

2669 72,0±5,0 84,0±6,0 79,0±5,0 
2806 25,0±1,0 70,0±2,0 63,0±3,0 
2817 42,0±2,0 49,0±3,0 51,0±1,0 

Всхожесть, % 

2669 91,0±1,0 95,0±1,0 98,0±0 
2806 94,0±2,0 98,0±0 97,0±1,0 
2817 67,0±1,0 71,0±5,0 71,0±7,0 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Таким образом, на основе доступных реакти-

вов усовершенствованным методом синтезиро-
ваны нетоксичные и экологически безопасные 
химические соединения – протатраны 1 и 2 – 
потенциальные биостимуляторы всхожести пше-
ницы и тритикале после длительного хранения 
их семян. 

Опыты по влиянию соединений 1 и 2 на 
всхожесть семян пшеницы и тритикале показали, 
что эффект неоднозначен и зависит от несколь-
ких факторов, в частности, от концентрации сти-
мулятора, а также физиологического статуса се-
мян, а именно, от их исходной всхожести. Уста-
новлено, что у семян пшеницы и тритикале с ис-
ходной всхожестью, близкой к 20% и выше, 

всхожесть удается восстановить на 3–20%. Сти-
мулирующий эффект давали микроконцентрации 
протатранов 1 и 2 от 10

-4
 до 10

-9 
М. Наиболее 

эффективной в большинстве случаев была кон-
центрация стимуляторов 5 · 10

-7 
М. Повышение 

всхожести сопровождается увеличением энергии 
прорастания проростков на 3–45%. Восстановить 
всхожесть семян пшеницы с критически низкой 
исходной всхожестью на данном этапе исследо-
ваний не удалось. Тем не менее при дальнейшей 
оптимизации процесса и применении стратегии, 
основанной на скрининге и выборе наиболее 
эффективных протатранов, описанный здесь 
подход может обеспечить значимое восстанов-
ление всхожести семян.  
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Характеристика полисахаридов из корней 
Еremurus hissaricus методом ИК-Фурье спектроскопии 

 

© А.И. Ашуров, А.С. Джонмуродов, С.Р. Усманова, 
Ш.Е. Холов, З.К. Мухидинов 

 

Институт химии им В.И. Никитина НАН Таджикистана, 
г. Душанбе, Республика Таджикистан 

 

Резюме: Структура и характеристика водорастворимых глюко- и галактоманнанов (GlcMan and 
GalMan), выделенных из корней нескольких родственных видов растения Eremurus, были изучены 
ранее. В этой работе дана характеристика полисахаридов и других продуктов экстракции из кор-
неклубней растения эремуруса гиссарского (Eremurus hissaricus) методом инфракрасной Фурье 
(ИК-Фурье) спектроскопии с помощью приставки нарушенного полного внутреннего отражения. 
Образцы полисахаридов были очищены от белковых веществ методом Севаджа, обесцвечены че-
рез полиамидную колонку. В ИК-Фурье спектрах основные пики, отнесенные к асимметричным и 
симметричным валентным колебаниям CH2 пиранозного кольца (для GluMan – 2886, 1373,  
1244 см

-1
; для GalGluMan – 2923, 1370, 1238 см

-1
), усиливаются при очистке после удаления связан-

ных белковых примесей. При анализе спектров образца очищенного GalGluMan в изученных полиса-
харидах был использован пакет прикладных программ KnownitAll и IRPal 2. Обнаружено, что интен-
сивность максимума поглощения уменьшалась при 1732 см

-1
, в то же время при 1552,92 см

-1 
сформиро-

валась новая полоса, относящаяся к валентным колебаниям карбоксильных (CO) или нитрозо- (NO) 
групп в очищенном полисахариде, она образовалась в результате реакции Майяра между белком и вос-
станавливающим концом полисахаридного звена. Интенсивность полос в области 1238–1244 см

-1 

также уменьшилась в очищенных образцах, что, возможно, связано с отщеплением небольшой фрак-
ции белка. Показано, что применение ИК-Фурье спектроскопии помогло быстро и качественно оха-
рактеризовать процесс очистки водорастворимого глюкоманнана (GluMan) и растворимого в кислоте 
полисахарида глюкогалактоманнана (GalGluMan) от примесей акриламида и позволило сравнительно 
оценить состояние функциональных групп у данных полисахаридов корнеклубней растения эремуруса 
гиссарского (E. hissaricus).  
 

Ключевые слова: полисахариды, белки, глюкоманнан, галактоглюкоманнан, инфракрасная спек-
троскопия 
 

Для цитирования: Ашуров А.И., Джонмуродов А.С., Усманова С.Р., Холов Ш.Е., Мухидинов З.К. Ха-
рактеристика полисахаридов из корней Еremurus hissaricus методом ИК-Фурье спектроскопии. Изве-
стия вузов. Прикладная химия и биотехнология. 2021. Т. 11. N 2. С. 281–289. https://doi.org/10.212 
85/2227-2925-2021-11-2-281-289 
 

Characterization of polysaccharides 
from Eremurus hissaricus roots by FTIR spectroscopy 

 

Ashurboy I. Ashurov, Abduvali S. Dzhonmurodov, Surayo R. Usmanova, 
Shavkat E. Kholov, Zainiddin K. Muhidinov 

 

V.I. Nikitin Institute of Chemistry, National Academy of Sciences of Tajikistan, 
Dushanbe, Republic of Tajikistan 

 

Abstract: The structure of water-soluble gluco- and galactomannans (GlcMan and GalMan) isolated from 
the roots of several Eremurus-related plant species has been studied previously. This article characterizes 
polysaccharides and other extraction products from the root tubers of Eremurus hissaricus by Fourier-
transform infrared (FTIR) spectroscopy using an attenuated total reflectance (ATR) accessory. Polysaccha-
ride samples were purified from protein substances with the Sevage method and discoloured through a poly-
amide column. In the FTIR spectra, the main peaks attributed to asymmetric and symmetric stretching vibra-
tions of CH2 of the pyranose ring (for GluMan – 2886, 1373, 1244 cm

−1
; for GalGluMan – 2923, 1370,  

1238 cm
−1

) were enhanced by purification after removing bound protein impurities. The KnownitAll and  IR-
Pal 2 software applications were used to examine the spectra of a sample of purified GalGluMan in the stu-
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died polysaccharides. The results show that the intensity of the absorption maximum decreased at 
1732 cm

−1
. At the same time, at 1552.92 cm

−1
, a new band appeared that refers to the valence vibrations of 

carboxyl (CO) or nitroso (NO) groups in the purified polysaccharide. This band appeared as a result of the 
Maillard reaction between the protein and the reducing end of the polysaccharide unit. The intensity of the 
bands in the 1238–1244 cm

−1 
region also decreased in the purified samples, which may be due to the elimi-

nation of a small fraction of protein. The use of FTIR spectroscopy allows the process of purifying water-
soluble GluMan and acid-soluble polysaccharide of GalGluMan from acrylamide impurities to be characte- 
rized timely and accurately. Additionally, this method allows a comparative estimation of functional groups in 
polysaccharides of the root tubers of E. hissaricus.  
 

Keywords: polysaccharides, proteins, glucomannan, galactoglucomannan, infrared spectroscopy  
 

Для цитирования: Ashurov AI, Dzhonmuroov AS, Usmanova SR, Kholov SE, Muhidinov ZK. Characteri-
zation of polysaccharides from Eremurus hissaricus roots by FTIR spectroscopy. Izvestiya Vuzov. Prikladna-
ya Khimiya i Biotekhnologiya = Proceedings of Universities. Applied Chemistry and Biotechnology. 

2021;11(2):281–289. (In Russian) https://doi.org/10.21285/2227-2925-2021-11-2-281-289 
 
ВВЕДЕНИЕ 
Эремурус (Eremurus) – род многолетних тра-

вянистых растений семейства Aсфоделовые 
(Asphodelaceae). Эти растения с крупной удли-
ненной цветочной кистью, несущей цветки ярких 
оттенков, являются активными медоносами, они 
очень декоративны и популярны в садоводстве. 

На территории Республики Таджикистан про-
израстает 29 из более чем 60 известных в мире 
видов эремуруса

1
. Многие виды этого растения, 

представленные во флоре Таджикистана, в том 
числе эремурус гиссарский – Eremurus hissa-
ricus, имеют практическое значение, поскольку 
широко применяются в медицине, а из некото-
рых видов эремуруса изготавливают красители 
для тканей и клей. 

В народной медицине корни этого растения 
применялись при зубной боли, укусах змей и 
скорпионов, а также при водянке, а его смесь с 
винным осадком – как наружное средство для 
лечения злокачественных язв и др. Об использо-
вании эремуруса в качестве лечебного средства 
упоминалось еще в средневековых источниках 
(например, в «Каноне медицины» Абу Али ибн 
Сина (Авиценна)). В современной медицине кор-
ни эремуруса применяют и как слабительное, 
мочегонное средство при заболеваниях органов 
ЖКТ, спиртовые экстракты обладают противо-
воспалительными, противоопухолевыми, анти-
бактериальными свойствами. Обнаруженный в 
корнях эремуруса новый полисахарид – эрему-
ран, имеет эмульсирующие, обволакивающие и 
клеящие свойства. В его состав входит манноза, 
применяемая для лечения некоторых вирусных 
заболеваний. 

Структура и характеристики водораствори-
мых глюко- и галактоманнанов (GlcMan & Gal-
Man), выделенных из корней нескольких род-
ственных видов Eremurus, были изучены ранее. 
Это такие виды, как E. regelii Vved, E. iae, 
E. anisopterus, E. spectabilis и E. stenophyllus, 

произрастающие в Узбекистане [1], России [2], 
Китае [3] и Иране [4]. Многие из этих полисаха-
ридов являются линейными и частично ацетили-
рованными глюкоманнанами с различным со-
держанием D-глюкозы, D-маннозы и ацетильных 
групп. Содержание перечисленных составляю-
щих соответственно, %, у: E. Regelii – 32,5, 65,0 и 
2,3; E. Iae – 28,8, 69,0 и 2,2; E. spectabilis – 25,6 и 
74,4, ацетильные группы не обнаружены.  

Результаты структурного анализа (
13

С ЯМР-
спектроскопия) для каждого из них оказались очень 

схожими и выявили присутствие 1,4--гликозидной 
связи и сложноэфирных карбонильных групп. Неза-
висимо от своего происхождения GlcMan состоит из 

-1,4 связанных мономеров D-маннозы и D-глюкозы 
[4]. Однако соотношение мономеров маннозы / глю-
козы может варьироваться в зависимости от исход-
ного источника GlcMan, как было обнаружено для 
данного полисахарида, выделенного из растения 
конжак [5]. 

Поэтому было интересно исследовать тонкую 
структуру полисахаридов одного из видов расте-
ния – эремуруса гиссарского (Eremurus hissaricus), 
который произрастает в высокогорьях Центрально-
го Таджикистана (Биологическая станция НАН РТ, 
Сиякух). В предыдущих работах приведены ре-
зультаты определения содержания биологически 
активных компонентов, выделенных из корней 
E. hissaricus в разные вегетационные периоды [6], 
представлена основная структура и молекулярные 
характеристики полисахаридов, экстрагированных 
водой и кислым раствором с использованием вы-
сокоэффективной жидкостной хроматографии 
(ВЭЖХ) и ЯМР-спектроскопии [7]. 

В данной статье представлены результаты де-
тального анализа ИК-Фурье спектров образцов 
полисахарида для сравнительной оценки состоя-
ния функциональных групп и подтверждения нали-
чия гликозидных связей, а также на присутствие 
посторонних примесей в процессе очистки в выше-
указанных образцах. 

   

1
Eremurus hissaricus Vved. // Плантариум. Растения и лишайники России и сопредельных стран: от-

крытый онлайн атлас и определитель растений. 2007—2021. [Электронный ресурс]. URL: 
https://www.plantarium.ru/page/view/item/14914.html (15.01.2021). 
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Объектами исследования явились бутанол-

хлороформный экстракт из водорастворимого 
полисахарида; водорастворимый полисахарид 
(ВРП) и кислоторастворимый полисахарид (КРП).  

Выделение и очистка полисахаридов. Об-
разцы полисахаридов, экстрагированных из 
E. hissaricus в фазе бутонизации, были подверг-
нуты тонкой очистке с целью изучения их струк-
туры (методика очистки полисахаридов описана 
в работах [6, 7]). После выделения водораство-
римого полисахарида белковая часть была изо-
лирована из раствора полисахарида методом 
Севаджа с применением смеси бутанол : хло-
роформ (1:4) [8]. Таким образом, выделенная 
белковая фракция первоначально была проана-
лизирована методом колебательной инфракрас-
ной спектроскопии (ИК-спектроскопии), далее 
все образцы были повторно очищены методом 
колоночной хроматографии (колонки размером 
2,5×50 см (Econo-Column®)) на основе полиами-
да, который используется для депротеинизации 
и обесцвечивания полисахаридов [9, 10]. Поли-
амид (40 г) (Sigma-Aldrich, США) выдерживали 
16 ч в деионизированной воде для удаления пу-
зырьков воздуха.  

Полисахариды элюировали со скоростью по-
тока 3,5 мл/мин в соответствии с процедурой, 
описанной в работе [10]. Содержание протеинов 
в исходных и очищенных образцах определяли с 
помощью метода Бредфорда [11]. Концентрацию 
полисахарида в элюентах, после полного гидро-
лиза, контролировали с помощью фенолсерно-
кислого метода [12]. 

Характеристика полисахаридов с помощью 
ИК-Фурье спектроскопии. Для проведения ИК-
Фурье спектроскопии образцы полисахаридов 
предварительно были высушены при 110 ºС в 

течение 30 мин. ИК-Фурье спектры были сняты 
на FTIR-спектрометре Nicolet™ iS™ 50 (Япония), 
оснащенном встроенной приставкой нарушенно-
го полного внутреннего отражения (НПВО – ATR) 
с алмазным кристаллом для ближнего, среднего 
и дальнего ИК-диапазона. Необходимые функ-
ции для управления прибором контролируются 
программным обеспечением Omnic (Termo 
Scientifc). Для каждого материала пять образцов 
при одних и тех же условиях были сканированы в 
спектральном диапазоне 400–4000 см

-1
 с разреше-

нием 2 см
-1
 в формате светопропускания (128 по-

вторностей). Устройство контроля давления обес-
печивало хороший контакт между образцом и кри-
сталлом. Фоновый спектр был получен на воздухе. 
ИК-Фурье спектры были анализированы с помо-
щью пакета прикладных программ KnownitAll и 
IRPal 2.0 [13]. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
В ИК-спектрах белковых веществ, получен-

ных из экстракта бутанол–хлороформ, обнару-
жено присутствие акриламида, что было под-
тверждено путем сравнения спектральных полос 
с полосами акриламидного стандарта (Sigma) 
(рис. 1). За исключением двух пиков низкой ин-
тенсивности – при 2854 и 2968 см

-1
, спектры экс-

тракта полностью соответствовали ИК-спектру 
акриламида.  

В работе [14] отмечено, что присутствие ак-
риламида было обнаружено в готовых продуктах 
и кулинарных блюдах (хлеб, чипсы, хлопья, кар-
тофель фри и др.) после термической обработки 
соответствующих растительных материалов при 
высокой температуре. В то же время в работе 
[15] показано, что аспарагин в присутствии реду-
цирующих сахаров способен образовывать ак-
риламид в дополнение к малеимиду. 

 

 
 

Рис. 1. ИК-Фурье спектры фракции экстрагированной смесью бутанол–хлороформ 
из сухих (1) и свежих (2) корнеклубней E. hissaricus и спектр стандартного образца акриламида (3) 

 

Fig. 1. FT-IR spectra of butanol-chloroform extract from  
dry (1) and fresh (2) E. hissaricus root tubers and the spectrum of a standard acrylamide sample (3) 

Acrylamide Sigma Aldrich (USA)
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Таким образом, очищенные образцы полиса-
харидов высушивали и проводили детальный 
анализ их структуры и молекулярной массы. Мо-
носахаридный состав ВРП и КРП анализировали 
с помощью высокоэффективной анионной хро-
матографии с амперометрическим детектором 
(HPAEC-PAD). Молекулярная масса и структура 
полисахаридов были установлены с помощью 
метода многоуглового лазерного светорассеяния 
(Multiangle Light Scatering – MALS), а также 1D и 
2D ЯМР-спектроскопией, что позволило сделать 
вывод о том, что корни E. hissaricus содержат 
водорастворимый глюкоманнан (GluMan) и рас-
творимые в кислоте полисахариды глюкогалак-
томаннана (GalGluMan) [7]. 

Cравнительное исследование полисахари-
дов с помощью ИК-спектроскопии. На рис. 2 
представлены ИК-спектры GluMan и GalGluMan 
до и после очистки. Полисахаридные фрагменты 
в этих образцах обнаруживаются по ряду харак-

терных колебательных полос функциональных 
групп и основного ядра полисахаридного мат-
рикса в ИК-спектрах [16–19].  

Наличие широких полос при 3352,21 и 
3351,25 см

-1
 указывает на валентные колебания 

O–H-групп сахаров. Эти полосы сдвигаются в сто-
рону коротковолнового диапазона спектров 
3296,71  и 3229,53 см

-1
 соответственно вследствие 

удаления белковой молекулы и возникновения во-
дородных связей с соседними О–Н-группами или 
между полисахаридными цепями. Узкие полосы 
при 2923,15

 
и 2886,00 см

-1
 относятся к диапазону 

частот валентных колебаний –CH эфирных групп 
(метила или ацетила). Полоса поглощения при 

частоте  = 2927 см
-1

 отражает СН-валентные 
асимметричные колебания метиленовой группы 

а(СН2), а локальные максимумы на частотах 
2886 и 2885 см

-1
 относятся к симметричному ти-

пу данных колебаний. 

 

 
 

a 
 

 
 

b 
 

Рис. 2. ИК-Фурье спектры образцов полисахаридов GluMan (a) и GalGluMan (b) 
до (черные линии) и после (оранжевые линии) очистки 

 

Fig. 2. FT-IR spectra of polysaccharides GluMan (a) and GalGluMan (b) 
before (black line) and after (orange line) purification 
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Валентные колебания карбонильных групп (СО) 
наблюдаются для неочищенных образцов GluMan и 
GalGluMan при 1725–1732 и 1635–1640 см

-1
 соот-

ветственно, а область 1000–1200 см
-1
 относится к 

глюкозидным колебаниям C–O–C и углеводного 
скелета. В спектрах обоих полисахаридов можно 
заметить существенные различия в интенсивности 
полос поглощения и степени этерификации (в ос-
новном ацетильных групп, как было установлено в 
работе [7]), а также интенсивность, форму и соот-
ношение инфракрасных полос, расположенных 
около 1726 см

-1
 (C=O, валентные колебания слож-

ноэфирных карбонильных групп) для GluMan, 
1732 см

-1 – 
для GalGluMan, и в области 1642, 

1636 см
-1
 (валентные колебания карбоксилата иона 

COO
-
) – для GluMan и GalGluMan соответственно. 

Рассчитанное количество этерифицированных кар-
бонильных групп из отношения площадей соответ-
ствующих пиков (СЭ=S1725/(S1725+S1640) · 100%)  
составило 45,44% – для GluMan, 79,95% – для 
GalGluMan полисахаридов.  

Наконец, основные пики, отнесенные к сим-
метричным и асимметричным валентным коле-
баниям CH2 пиранозного кольца (для GluMan – 
2886, 1373, 1244 см

-1
, для GalGluMan – 2923, 

1370, 1238 см
-1

), по-видимому, усиливаются при 
очистке, поскольку в процессе очистки связан-
ные белковые примеси удаляются. 

Слабые полосы при 874 и 802 см
-1
 в ИК-спектре 

GluMan относятся к деформационным валентным 
колебаниям СН-связей в β-пиранозной форме  
D-глюкозы и D-маннозы. Причем эта важная об-
ласть ИК-спектров позволяет определить содер-
жание полисахаридов в растительном материа-
ле путем суммирования площадей этих пиков 
(при 873 и 812 см

-1 
– для GluMan; 880 см

-1
 – для 

GalGluMan), которые представляют деформаци-
онные колебания CH-связей, характерных для  
D-маннозы [19], что указывает на ее присутствие 

в полисахариде как в -, так и в -конфигурациях 
[2–4]. Этот вывод согласуется с результатами 
анализа других видов Eremurus, произрастаю-
щих в России [2] и Иране [4], для которых комби-
нация этих пиков считается характерной для  
D-маннозы, находящейся в полисахаридах в  
β-конфигурации. Присутствие β-1,4-глюкозидных 
и β-1,4-маннозидных связей в GluMan связывают 
с валентными колебаниями C–O–C, располо-
женными в областях 1068, 1025 и 1244 см

-1
 [4, 7]. 

Слабые полосы при 1274 и 1264 см
-1

 были отне-
сены к ацетильным и метильным группам поли-
сахаридов GluMan и GalGluMan соответственно. 

Метильная и ацетильная составляющие по-
лисахаридов были изучены методом ЯМР-
спектроскопии [7]. К сожалению, желаемый 
кросс-пик, связь этих групп с соответствующим 
сахарным остатком в ЯМР HMBC-спектрах было 
трудно обнаружить из-за неблагоприятных ре-
лаксационных свойств и слабого связывания.  

В результате анализа спектров образца очи-
щенного GalGluMan в исследуемых полисахаридах 
установлено, что интенсивность максимума по-
глощения уменьшалась при 1732 см

-1
, в то время 

как при  = 1552,92 см
-1
 сформировалась новая по-

лоса, соответствующая колебанию N–H-связей 
Амид-II и относящаяся, вероятно, к свободной 
молекуле белка. Этот пик был проанализирован с 
использованием программного обеспечения IR Pal 
(рис. 3) и обозначен как валентное колебание 
карбоксильных (CO) или нитрозо (N=O) групп в 
очищенном полисахариде, которое образова-
лось в результате реакции Майяра между бел-
ком и восстанавливающим концом полисахарид-
ного звена. Интенсивность полос в области 
1238–1244 см

-1
 также уменьшилась в очищенных 

образцах, что, возможно, связано с отщеплени-
ем небольшой фракции белка. 

В соответствии с другой поисковой системой 
эта полоса указала на присутствие функцио-
нальных групп белка: аминной (R-NH2) и амид-
ной (R-CONH2) групп, которые были отнесены к 
NН2 и NH валентным колебаниям как белка, так 
и белка полисахаридного конъюгата (таблица). 

Другим открытием в спектрах поглощения ИК-
Фурье является уменьшение интенсивности пика в 
области 1725–1734 см

-1
, характерного на наличие 

связи С=О сложноэфирного конъюгата, что позво-
ляет однозначно заключить, что исследуемый об-
разец GalGluMan высвобождается из белкового 
комплекса. Полосы при 801 см

-1
 в GalGluMan были 

отнесены к α-пиранозной конфигурации сахарного 
звена, что подтверждается присутствием остатков 
рамнозы, связанных в боковые цепи GalGluMan 
полисахарида, в то время как поглощение в обла-
сти 880–890 см

-1
 подтверждает наличие β-

пиранозной конфигурации другого сахарного 
остатка, т.е. маннозы или глюкозы. 

 

 
Рис. 3. Анализ полос поглощения при  = 1552 см-1 с использованием поисковой программы IR Pal 

 

Fig. 3. Analysis of absorption bands at the  = 1552 cm-1 using the IR Pal search Database 



Ашуров А.И., Джонмуродов А.С., Усманова С.Р. и др. Характеристика полисахаридов … 
Ashurov A.I., Dzhonmuroov A.S., Usmanova S.R. et al. Characterization of polysaccharides … 

 

 

286 
 

ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 
 

  
 

Анализ спектральной полосы с помощью информационной системы KnowitAll. 
 

Spectral Band Analysis Using KnowitAll Database 
 

Соединение 
Функциональная 

группа 
Пик, см

-1
 Характерно для связей 

Карбоновая кислота RCO-O- 1610 (с) 1550 (ср.) C–O валентных колебаний 
Смешанные соединения N=O  1600 (с) 1550 (ср.) N=O нитрозосоединений 
Карбоновая кислота RCO-O- 1405 (ср.) 1395 (с) C–O валентных колебаний 

 
ВЫВОДЫ 
Использование в данном исследовании ИК-

спектроскопии поспособствовало качественно 
охарактеризовать процесс очистки полисахари-
дов от белковой фракции. В ИК-спектрах белко-
вых веществ, полученных из экстракта бутанол–
хлороформ, обнаружено присутствие акрилами-
да. Это было подтверждено путем сравнения 
спектральных полос с полосами стандарта акри-
ламида (Sigma).  

Анализ ИК-Фурье спектров с применением па-
кета прикладных программ KnownitAll и IRPal 2.0 
позволил оценить отщепление белковых приме-
сей от полисахаридного матрикса в процессе 
очистки. Показано, что основные пики, отнесенные к 

асимметричным и симметричным валентным коле-
баниям CH2 пиранозного кольца (для GluMan – 
2886, 1373, 1244 см

-1
, для GalGluMan – 2923, 

1370, 1238 см
-1

), усиливаются из-за удаления 
белковых примесей в процессе очистки полиса-
харидов. Это уменьшает интенсивность пика в 
области 1725–1734 см

-1
, характерного на нали-

чие связи С=О сложноэфирного конъюгата с 
белками.  

Таким образом, полученные результаты до-
полняют данные о структуре двух полисахаридов 
– глюкоманнана (GluMan) и глюкогалактоманна-
на (GalGluMan) [7], они также позволили оценить 
состояние функциональных групп у изолирован-
ных полисахаридов корнеклубня E. hissaricus. 
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Резюме: Целью работы являлась оценка влияния пробиотических микроорганизмов и прега-
стральной липазы на органолептические и биохимические показатели мягкого сыра, изготовлен-
ного из смеси молока и пахты. В ходе проведения исследований стояла задача выяснить, как тем-
пература и продолжительность выдержки при данной температуре влияют на рост и развитие 
лакто- и бифидобактерий, а также на их количество в готовом продукте. Для того чтобы повы-
сить биологическую и пищевую ценность разрабатываемого мягкого сыра, в смесь для его произ-
водства ввели белково-углеводное сырье, богатое витаминами А, В12, Д, Е, фосфатидами и мине-
ральными веществами. Введением в состав пахты удалось повысить биологическую ценность 
продукта и добиться получения более мягкой консистенции. Для улучшения вкуса сыра и получе-
ния требуемой консистенции применялся препарат прегастральной липазы, который широко ис-
пользуется в сыродельной промышленности при выработке различных сыров с высокой и низкой 
температурой второго нагревания. В результате направленного липолиза в готовом продукте 
накапливаются свободные жирные кислоты, диацилглицерины, играющие роль пластификаторов 
и влияющие на консистенцию и органолептические показатели сыра. Установлено, что при ком-
бинировании пахты и молока в оптимальном соотношении, а также при внесении липазы получа-
ется продукт с наилучшими физико-химическими показателями и максимальной оценкой по орга-
нолептическим характеристикам. В присутствии пробиотической закваски (при наличии готово-
го субстрата) начинается активный синтез ферментов, необходимых для полного цикла гидро-
лиза молочного жира. Все это в итоге позволяет создать продукт функционального назначения. 
 

Ключевые слова: функциональные продукты, прегастральные липазы, водорастворимые жирные 
кислоты, липолиз, органолептическая оценка сыра 
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Abstract: This article aims to evaluate the influence of probiotic microorganisms and pregastric lipase on 
organoleptic and biochemical characteristics of soft cheese made from a mixture of milk and buttermilk. The 
study was designed to determine how the temperature and exposure at this temperature affect the growth 
and development of lactose and bifidobacteria, as well as their quantity in the finished product. In order to 
increase the biological and nutritional value of the developed soft cheese, protein-carbohydrate raw materi-
als rich in vitamins A, B12, D, E, phosphate and minerals were introduced into the production mixture. The 
addition of buttermilk increased the biological value of the product and improved its consistency. The taste 
and consistency of cheese was improved by a pregastric lipase preparation, widely used in the cheese-
making industry for production of various cheeses with high and low temperatures of the second heating. As 
a result of directed lipolysis, the finished product accumulates free fatty acids and diacylglycerols, acting as 
plasticizers and affecting the texture and organoleptic characteristics of the cheese. The results show that 
combining buttermilk and milk in an optimal ratio and addition of lipase produce a product with the best phy-
sicochemical parameters and a maximum evaluation of organoleptic characteristics. In the presence of a 
probiotic starter culture (provided there is a ready-made substrate), an active synthesis of enzymes neces-
sary for the complete hydrolysis of milk fat begins. This all creates a functional product. 
 

Keywords: functional products, pregastric lipases, water-soluble fatty acids, lipolysis, organoleptic evalua-
tion of cheese 
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ВВЕДЕНИЕ 
Проблема здорового образа жизни, в том 

числе рационального питания, является акту-
альной не только в нашей стране, но и во всем 
мире. У значительной части населения, согласно 
статистическим данным, рацион не соответству-
ет принципам здорового питания из-за потреб-
ления пищевых продуктов, содержащих большое 
количество простых углеводов и жира животного 
происхождения, недостатка в меню овощей и 
фруктов, рыбы и морепродуктов, а также продук-
тов, обогащенных про- и пребиотиками. Непра-
вильное питание провоцирует возникновение и 
развитие многих заболеваний, в первую очередь 
ожирения: увеличение массы тела приводит к 
нарушению белкового обмена, что в свою оче-
редь является причиной многих недугов. С коли-
чеством и качеством еды непосредственно свя-
зан и сахарный диабет. Заболевания пищевари-
тельной (язвенная болезнь, гастрит и др.) и сер-
дечно-сосудистой (атеросклероз, гипертония, 
стенокардия) систем – прямое следствие непра-
вильного питания [1, 2]. Нельзя забывать об ави-
таминозе, поскольку количество людей, страда-
ющих недостатком витаминов, растет с каждым 
годом.  

Кроме того, на состоянии здоровья населения 
всех возрастных групп сказывается все более 
ухудшающаяся экологическая обстановка. Такие 
масштабные экологические проблемы современ-
ного мира, как парниковый эффект и глобальное 
потепление, загрязнение воздуха, почвы и воды, 
истощение озонового слоя, перенаселение плане-
ты и многие другие отражаются на функциониро-

вании всех органов и систем организма человека, 
вызывают интоксикацию, приводят к нарушению 
репродуктивной функции. Данные статистики гово-
рят о том, что растет число детей с генетическими 
отклонениями, происходит «омоложение» онколо-
гических заболеваний [3, 4]. 

Нужно отметить, что сегодня люди стали 
осознавать роль пищи в своей жизни и понимать, 
что правильная еда помогает поддерживать здо-
ровье и продлевает жизнь. И здесь очень важна 
просветительская работа среди различных групп 
населения. 

Важной задачей в области здорового пита-
ния, которую нужно решать на государственном 
уровне, является развитие пищевой отрасли в 
направлении производства функциональных, 
диетических и лечебно-профилактических про-
дуктов питания. Достижение максимально воз-
можного уровня полноценности и гарантирован-
ной безопасности – главный принцип создания 
функционального продукта питания. 

Мы как научно-исследовательская группа и 
представители пищевой отрасли промышленно-
сти (сыроделие) можем внести свой вклад в раз-
работку качественных продуктов питания для 
населения.  

Сыр – один из наиболее предпочитаемых 
населением и полезных молочных продуктов. На 
его производство направляется значительная 
часть молока-сырья. В последние годы прово-
дится множество исследований по разработке 
новых технологий мягких сыров, которые не-
сложно внедрить практически на любое сыро-
дельное предприятие. Это позволит расширить 
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ассортимент продуктов и приведет к увеличению 
эффективности производства.  

Разработка новых технологий производства 
мягких сыров позволит наладить выпуск лечеб-
но-профилактических продуктов, продуктов с 
повышенной биологической ценностью для мас-
сового, детского и школьного питания с учетом 
климатических зон, экологической обстановки, 
особенностей трудовой деятельности и состоя-
ния здоровья [5]. По данным Росстата, болезни 
органов пищеварения находятся на четверном 
месте. Нормальная микрофлора желудочно-
кишечного тракта оказывает большое влияние 
на функционирование различных органов и си-
стем за счет метаболитов, биологически актив-
ных веществ, ферментов, витаминов и других 
соединений, образующихся в процессе жизнеде-
ятельности [5, 6]. 

Здоровая микрофлора кишечника – это самое 
главное для поддержания здоровья всего организ-
ма человека, поскольку именно в кишечнике фор-
мируется иммунитет, усваиваются полезные ве-
щества. Чтобы кишечник функционировал нор-
мально, необходимы лактобактерии, бифидобак-
терии и пребиотики. Бифидобактерии участвуют в 
переваривании белков и жиров, синтезе и всасы-
вании витаминов, синтезе иммуноглобулинов, что 
является важным фактором формирования обще-
го иммунного статуса человека, стимулируют пе-
ристальтику кишечника [1, 3]. Продуцирование лак-
тобактериями собственных антибиотиков приводит к 
подавлению гнилостных условно-патогенных микро-
организмов и возбудителей острых кишечных ин-
фекций [7]. 

Поэтому мы считаем, что производство комби-
нированных мягких сыров, обогащенных бифидо-
бактериями, является актуальной задачей. 

Применение при производстве сыра пробиоти-
ческих бактерий в составе заквасочной микрофло-
ры позволяет создать функциональный пищевой 
продукт лечебно-профилактического назначения. 

Для улучшения органолептических характери-
стик продукта и интенсификации процесса созре-
вания в сыроделии применяют липолитические 
ферментные препараты, в частности, прега-
стральные липазы [8, 9]. 

Липаза – синтезируемый организмом млекопи-
тающих водорастворимый фермент, который 
участвует в гидролизе липидов и фракционирова-
нии нейтральных жиров. Вместе с желчью липаза 
стимулирует переваривание жиров, жирных кис-
лот, жирорастворимых витаминов А, Е, D, К.  

В сыроделии липаза применяется для сокра-
щения сроков созревания сыров, придания им 
определенных органолептических показателей [8]. 
Прегастральная липаза телят способствует созда-
нию деликатного и мягкого пикантного аромата; 
липаза козлят - острого, пряного аромат, стойкого, 
слегка пряного; липаза овец - сильного аромата 
средней пряности [10–12]. 

Следует отметить, что липолиз происходит во 
всех сырах. Для интенсификации процесса распа-
да жиров осуществляется подбор штаммов заква-
сочной микрофлоры с высокой липолитической 
активностью. Однако из-за низкой активности ли-
политических ферментов микроорганизмов их ис-
пользование недостаточно эффективно. Добавле-
ние липазы в молочную смесь до внесения бакте-
риальной закваски позволяет запустить процесс 
липолиза, обеспечить ее микрофлору субстратом, 
способствующим быстрому росту бактерий [12]. 
Бактериальная закваска при наличии готового суб-
страта начинает активно синтезировать ферменты, 
необходимые для полного цикла превращения мо-
лочного жира в процессе выработки и созревания 
сыров, а также формирования их структуры, вкуса 
и аромата [13, 14]. 

Важно отметить, что глубина липолиза в твер-
дых и мягких сырах различна. В мягких сырах гид-
ролиз жира протекает более интенсивно, в твер-
дых – слабее [10]. 

Целью данной работы являлись разработка 
технологии и исследование мягкого сыра, обога-
щенного пробиотическими микроорганизмами, от-
личительной чертой которого является то, что 
продукт изготовлен из смеси молока и пахты с до-
бавлением прегастральной липазы. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
В качестве сырья для экспериментов исполь-

зовалось сырое молоко и пахта. Сырье по орга-
нолептическим и физико-химическим показате-
лям исследовалось в соответствии с норматив-
но-технической документацией: 

– ТР ТС 033/2013 «О безопасности молока и 
молочной продукции»; 

– ГОСТ 31449-2013 «Молоко коровье сырое. 
Технические условия»; 

– ГОСТ Р 53513-2009 «Пахта и напитки на ее 
основе. Технические  условия». 

Определение и подсчет пробиотических мик-
роорганизмов выполнялся в соответствии с 
ГОСТ 56139-2014 «Продукты пищевые специа-
лизированные и функциональные. Методы опре-
деления и подсчета микроорганизмов». 

Определение активности липазы проводили 
по модифицированному методу Ота, Ямада, ос-
нованному на титровании щелочью жирных кис-
лот, образующихся под действием липазы при 
использовании в качестве субстрата молока. 

За единицу ферментативной активности ли-
пазы принимали такое количество фермента, 
которое освобождает 21 мкмоль жирных кислот 
из молока при рН 6,7 и температуре 37 ºС в те-
чение 1 ч. 

Липазную активность фермента ЛА (в ед/г) 
определяли по формуле: 
 

А×Т×50
ЛА=

В
,  
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где ЛА – липолитическая активность, ед/г; А – раз-
ность между результатами титрования опытной и 
контрольной проб, см

3
; Т – титр щелочи; В – кон-

центрация образца ферментного раствора, г/см
3
. 

Определение числа водорастворимых и ор-
ганически растворимых летучих жирных кислот в 
сыре проводили по методу В. Аристовой и А. Ка-
рышевой [15]. 

 
ОБСУЖДЕНИЯ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Первый этап проведения исследований. Для 

достижения поставленной цели было выбрано два 
способа изготовления сыра, предназначенного для 
исследования: 

1) получение сырного зерна термокислотным 
способом, охлаждение зерна с сывороткой до тем-
пературы 50 ºС, внесение закваски и выдержка при 
данной температуре 30 мин (образец № 1), 1 ч 
(образец № 2) и 1,5 ч (образец № 3); 

2) получение сырного зерна термокислотным 
способом, выдержка при температуре 85±5 ºС в 
течение 1,5 ч, охлаждение до 50 ºС и внесение 
закваски, предварительно активированной в не-
большом количестве молока (образец № 4). 

Для начала исследований было взято нату-
ральное коровье молоко, имеющее следующие 
параметры: кислотность – 17°Т; массовая доля 
жира – 3,89%; массовая доля белка – 3,11%; сухой 
обезжиренный молочный остаток (СОМО) – 8,82%. 

Для свертывания молока применяли закваску 
АСТ-10 ТМ («АлтаЛакт», Россия), имеющую в 
составе следующие культуры в количестве: 

– Streptococcus thermophilus – 1·10
10

 КОЕ/г; 
– Bifidоbacterium lactis – 1·10

8
 КОЕ/г; 

– Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus – 
1·10

8
 КОЕ/г; 

– Lactobacillus acidofilus – 1·10
8
 КОЕ/г; 

– Lactobacillus casei – 1·10
8
 КОЕ/г. 

Для получения мягкого сыра термокислотным 
способом молоко нагревали до 96 ºС и медленно 
добавляли лимонную кислоту 10%-й концентра-
ции в количестве 100 мл/л. Далее применяли 
режимы, указанные выше.  

 

Органолептические свойства полученных об-
разцов оценивали по балльной системе, резуль-
таты представлены в табл. 1. 

Из приведенных данных можно заключить, 
что массовая доля влаги у полученных образцов 
не соответствует массовой доле влаги для кате-
гории мягких сыров – не менее 67% (см. табл. 2). 
Кроме того, при хранении в условиях холодиль-
ника (температура от 4 до 6 ºС) образцы имели 
тенденцию к быстрой потере влаги: за семь дней 
хранения во всех образцах обнаружена потеря 
влаги более чем на 10%. Вследствие этого ис-
следуемые продукты приобрели крошливую кон-
систенцию. Других признаков порчи обнаружено 
не было. 

Прежде чем перейти к дальнейшим исследо-
ваниям, необходимо было выяснить, как темпе-
ратура и продолжительность выдержки при 50 и 
85°С влияют на рост и развитие бифидобакте-
рий, их содержание в готовом продукте и фор-
мирование необходимого вкуса и аромата сыра. 
Оптимальной для данного вида бактерий явля-
ется температура от 35 до 37 ºС (температура 
тела человека), а критической – 50 ºС, соответ-
ственно, выдержка при температуре 85 ºС была 
исключена. 

Анализ на содержание в исследуемых об-
разцах бифидобактерий проводили методом 
культивирования микроорганизмов на микробио-
логической питательной среде и дальнейшем 
микроскопировании. Результаты микроскопиро-
вания показали, что максимальное количество 
бифидобактерий присутствовало в образце № 3 
(рис. 1) и составило 21·10

6
, что соответствует 

требованиям ГОСТ 52349–2005 «Продукты пи-
щевые. Продукты пищевые функциональные», в 
соответствии с которым содержание пробиоти-
ческой микрофлоры как функционального пище-
вого ингредиента в сыре должно быть не менее 
10

6 
КОЕ/г. Поэтому важно, чтобы количество 

пробиотических микроорганизмов в разрабаты-
ваемом продукте соответствовало данному тре-
бованию. В образцах № 1 и № 2 количество би-
фидобактерий было несколько ниже — 9·10

6 
и 

11·10
6
 соответственно. В образце № 4 обнару-

жено незначительное количество клеток бифи-
добактерий – 12·10

4
, по этой причине данный 

образец не может быть отнесен к функциональ-
ным пищевым продуктам. 

 
Таблица 1. Органолептическая оценка полученных образцов 
 

Table 1. Organoleptic evaluation of the obtained samples 
 

Номер образца 

Органолептические показатели, балл 

Вкус и запах Консистенция Цвет Рисунок Внешний вид Упаковка 

1 15 7 5 5 5 5 
2 17 6 5 5 5 5 
3 18 6 5 5 5 5 

4 16 5 3 5 5 5 

Примечание. За внешний вид и упаковку выставлен высший балл, так как исследуемые образцы не подверга-
лись упаковке и маркировке. 
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Таблица 2. Массовая доля влаги образцов сыра 
 

Table 2. Mass fraction of moisture in cheese samples 
 

Номер  
образца 

Массовая доля влаги, %  
(после выработки сыра) 

1 65±1 
2 63±1 
3 62±1 
4 52±1 

 

 
 

Рис. 1. Микроскопический препарат образца № 3 
 

Fig. 1. Microscopic preparation of sample no. 3 
 

На втором этапе исследований решался 
вопрос связности консистенции, снижения кало-
рийности продукта и увеличения его витаминно-
го и аминокислотного состава. Для дальнейшей 
работы был выбран образец № 3. В качестве 
исходного сырья была использована смесь, со-
стоящая из пахты и молока [16, 17]. Основные 
показателями исходного сырья для составления 
смеси представлены в табл. 3. 

 
Таблица 3. Физико-химические показатели  

исходного сырья 
 

Table 3. Physical and chemical parameters  

of the feedstock 
 

Показатель Молоко Пахта 

Кислотность, °Т 20±1 26±1 
Массовая доля жира, % 4,0±0,5 0,6±0,1 
Массовая доля белка, % 3,2±0,5 2,4±0,2 
Содержание СОМО, % 8,5±0,5 7,8±0,5 

 

Для исследования были составлены смеси 
молока и пахты в соотношении соответственно 
50 : 50 и 70 : 30. Физико-химические показатели 
полученных смесей представлены в табл. 4. 

 
Таблица 4. Физико-химические показатели смеси 
 

Table 4. Physical and chemical parameters of the mixture 
 

Показатель Смесь 50 : 50 Смесь 70 : 30 

Кислотность, °Т 25±1 25±1 
Массовая доля 
жира, % 

2,5±0,5 2,6±0,1 

Массовая доля 
белка, % 

2,8±0,5 3,1±0,2 

Содержание 
СОМО, % 

8,2±0,5 8,8±0,5 

Таким образом, было получено два образца с 
выдержкой при температуре 50 ºС в течение од-
ного часа: образец 1 – смесь 50 : 50, и образец 2 
– смесь 70 : 30. Изменение консистенции стало 
заметно уже при изготовлении: было получено 
более мягкое творожистое зерно. 

По результатам общей органолептической 
оценки образец 1 получил 41 балл, из них: 15 – 
за вкус и запах (балл снижен из-за наличия по-
стороннего запаха – запах пахты), 6 – за конси-
стенцию, по 5 – за цвет, рисунок, внешний вид и 
упаковку. Кроме того, из-за большого количества 
пахты существенно снизился выход продукта. 
Образец 2 получил 48 баллов, из них: 20 – за 
вкус и запах, 8 – за консистенцию, по 5 баллов – 
за цвет, рисунок, внешний вид и упаковку. Таким 
образом, введением в состав пахты удалось до-
биться получения более мягкой консистенции, 
однако получить полную связность сырной мас-
сы не удалось.  

Поэтому для дальнейших исследований был 
выбран образец 2. 

Третий этап проведения исследований. Для 
придания выбранному образцу сыра желаемой 
консистенции (нежной, однородной, слегка ма-
жущейся) было решено добавить к продукту ли-
пазу [18, 19]. С целью выбора вида данного 
фермента были проведены исследования актив-
ности прегастральных липаз – телячьей, ягначь-
ей и козьей. Полученные данные представлены 
на рис. 2. 

Из представленных на рис. 2 графиков оче-
видно, что наибольшую активность имеет теля-
чья липаза. Кроме того, ее использование в раз-
рабатываемом нами виде сыра не придало гото-
вому продукту перечного пряного аромата 
[13, 20]. Поэтому для дальнейшего исследования 
была взята именно телячья липаза. Было полу-
чено (по одинаковой технологии) два образца: с 
применением липазы (опыт) и без (контроль), в 
которых определяли содержание летучих жир-
ных кислот непосредственно после выработки и 
через семь суток. В табл. 5 приведены результа-
ты измерений в ходе созревания сыра числа ор-
ганически и водорастворимых летучих жирных 
кислот  

 
Таблица 5. Результаты измерений числа водорастворимых 

летучих жирных кислот в образцах сыра 
 

Table 5. Number of water-soluble volatile fatty acids  

in cheese samples 
 

Образец 
сыра 

Число водорастворимых  
летучих жирных кислот, мг%. 

после  
выработки 

через семь суток 

Опыт 4,1±0,5 18,7±1 

Контроль 3,3±0,5 12,5±1 
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Рис. 2. Зависимость уровня липолитической активности препаратов липаз 
от уровня активной кислотности раствора по модифицированному методу Ота, Ямада 

 

Fig. 2. Relationship between the lipolytic activity level of lipase preparations and the active acidity 
of the solution according to the modified method of Ota, Yamada 

 
По результатам исследований видно, что в 

опытном образце сыра содержание водораство-
римых летучих жирных кислот выше: на 20% – 
после выработки, на 33% – спустя семь суток. 

Следует отметить, что для формирования 
заданных органолептических свойств у разраба-
тываемого продукта, а именно, приобретения им 
карамельного вкуса и запаха, важную роль игра-
ет протекание реакции Майяра или меланоиди-
нообразования. Реакция происходит при взаи-
модействии аминогрупп белков и аминокислот с 
карбонильными группами углеводов. Это окис-
лительно-восстановительный процесс с образо-
ванием различных промежуточных продуктов – 
меланоидинов, влияющих на вкус и цвет продук-
та. Скорость и глубина реакции зависит от раз-
ных факторов, в частности, от температуры и рН. 
В результате чего в сыре формируется лактуло-

за – изомер лактозы, или молочного сахара. Лак-
тулоза в настоящее время является признанным 
бифидус-фактором, то есть стимулирует рост 
бифидобактерий – основной микрофлоры ки-
шечника, благодаря чему широко используется 
во многих странах мира как профилактическое и 
терапевтическое средство при ряде заболева-
ний, особенно в случае формирования дисбио-
тических явлений [6, 7]. Результаты органолеп-
тической оценки опытного и контрольного сыров 
представлены в табл. 6. 

Как видно из табл. 6, опытный образец сыра 
получил высшие баллы. Мягкий сыр, разрабо-
танный нами из смеси молока и пахты, имеет 
карамельный сливочный вкус. Такой вкус про-
дукт приобрел благодаря мальтолу, образующе-
муся в результате реакции Майяра. Аромат у 
сыра приятный сырный с привкусом топления. 

 
Таблица 6. Органолептическая оценка образцов сыра 
 
Table 6. Organoleptic evaluation of cheese samples 

 

Образец 
сыра 

Органолептические показатели, балл 

Вкус и запах Консистенция Цвет Рисунок 
Внешний 

вид 

Опыт 20 10 5 5 5 
Контроль 18 8 5 5 5 

Примечание. За внешний вид и упаковку выставлен высший балл, так как исследуемые образцы не подверга-
лись упаковке и маркировке. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Таким образом, полученный мягкий сыр, раз-

работанный согласно рецептуре с использова-
нием различных вносимых компонентов, по сво-
им органолептическим, физико-химическим и 
микробиологическим характеристикам имеет 
уникальные показатели. Благодаря применению 

липазы удалось получить нежную, мягкую конси-
стенцию, позволяющую легко намазывать про-
дукт. Сыр можно использовать в качестве добав-
ки в различные блюда и закуски. По содержанию 
пробиотических культур микроорганизмов раз-
работанный продукт можно отнести к функцио-
нальным.  
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Резюме: Приведены результаты исследования неорганических компонентов в экстрактах стеблей 
топинамбура, полученных при различных значениях рН, и образцах золы. Установлено, что природа 
экстрагента оказывает значительное влияние на выход экстрактивных веществ из измельченных 
стеблей: наибольший выход (45%) достигается действием раствора гидроксида натрия, мини-
мальный (31%) – дистиллированной воды. Как показали данные атомно-абсорбционного анализа, ос-
новными ионами в экстрактах, полученных в разных средах, являются ионы калия, кальция, натрия, 
магния и железа. Массовая доля золы после обработки стеблей растворами при разных значениях 
рН изменяется от 0,4 до 2,3%. Наименьшим выходом золы характеризуется образец стеблей после 
экстракции кислотой. По данным энергодисперсионной рентгенофлуоресцентной спектроскопии во 
всех образцах золы содержатся преимущественно соединения К, Са, Si и Р. Наиболее высокое со-
держание кремния в золе стеблей наблюдается после кислотного гидролиза, что позволяет исполь-
зовать ее в качестве кремнийсодержащего материала. Также были исследованы зольные компо-
ненты сердцевины и внешней части стебля в сравнении с исходным образцом. По характеру терми-
ческого разложения исходный образец и внешняя оболочка сходны между собой и отличаются от 
сердцевины. Зольность исходного образца составляет 4,3%, при этом зольность сердцевины стеб-
ля выше, чем внешней оболочки ~ в 2 раза (7 и 3,8% соответственно). Результаты ИК-
спектроскопии показали, что характер расщепления полос в ИК-спектрах образцов золы зависит от 
части стебля и предварительной обработки сырья при разных значениях рН. В золе исходного об-
разца, сердцевины, внешней оболочки, а также в золе остатков после водного и щелочного гидроли-
зов стебля присутствуют полосы поглощения карбонатных групп. В ИК-спектрах золы стебля по-
сле кислотной обработки наблюдаются полосы поглощения, характерные для аморфного диоксида 
кремния. По данным рентгенофазового анализа изученные образцы золы находятся в аморфно-
кристаллическом и кристаллическом состоянии, проведена идентификация фаз.  
 

Ключевые слова: стебли топинамбура, зола, экстрактивные вещества, неорганические компо-
ненты  
 

Для цитирования: Ковехова А.В.,
 
Арефьева О.Д., Диденко Н.А., Земнухова Л.А. Состав неорганиче-

ских компонентов стеблей топинамбура. Известия вузов. Прикладная химия и биотехнология. 2021. 
Т. 11. N 2. С. 299–309. https://doi.org/10.21285/2227-2925-2021-11-2-299-309 
 

Composition of inorganic components 
in Helianthus tuberosus stems 

 

Anna V. Kovekhova*,**, Olga D. Arefieva*,**,  
Nina A. Didenko**, Liudmila A. Zemnukhova** 

 

*Far Eastern Federal University,  
Vladivostok, Russian Federation 

**Institute of Chemistry Far-Eastern Branch, Russian Academy of Sciences, 
Vladivostok, Russian Federation 

 

Abstract: This article studies inorganic components in Heliánthus tuberósus stems. Ash samples and ex-
tracts obtained at different pH values were examined. It is established that the extractant’s nature has a sig-
nificant effect on the yield of extractive substances from the ground stems: the greatest (45%) and the mini-
mum (31%) yield was achieved by sodium hydroxide and distilled water, respectively. According to atomic 
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absorption spectrometry, the main ions in the extracts obtained in different media are those of potassium, 
calcium, sodium, magnesium and iron. Following treatment of stems with solutions having different pH va-
lues, the mass fraction of ash varied from 0.4 to 2.3%. The smallest ash yield was observed for a stem sam-
ple after acid extraction. According to energy dispersive X-ray fluorescence spectrometry, all ash samples 
contained predominantly K, Ca, Si and P compounds. Acid hydrolysis produced the highest level of Si in 
samples, which allows this ash to be used as a silicon-containing material. The ash components of the core 
and outer part of the stem were compared with the initial sample. According to the nature of thermal decom-
position, the initial sample and the outer shell were similar between themselves, though differing from the 
core. The ash content of the initial sample was 4.3%, with the ash content of the stem core being ~2 times 
higher than that of the outer shell (7 and 3.8%, respectively). The results of IR spectroscopy showed that 
splitting of bands in the IR spectra of ash samples depend on the part of the stem and the pre-treatment of 
raw materials at different pH values. The ash of the initial sample, core and outer shell, as well as the ash of 
the residues after the aqueous and alkaline hydrolysis of the stem, showed the absorption bands of car-
bonate groups. The IR spectra of the stem ash after acid extraction contained absorption bands characteris-
tic of amorphous silicon dioxide. According to the conducted X-ray analysis, the studied ash samples were in 
an amorphous-crystal and crystalline state. The identification of phases was carried out. 
 

Keywords: Heliánthus tuberósus stems, ash, extractive substances, inorganic components 
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ВВЕДЕНИЕ  
Топинамбур (Helianthus tuberosus L.), или под-

солнечник клубненосный – это вид однолетних 
травянистых клубненосных растений с высокой 
урожайностью, которую составляют зеленая мас-
са (около 40 т/га) и клубни (около 50 т/га). Все 
возрастающий интерес диетологов и фармацев-
тов к этой сельскохозяйственной культуре связан 
в первую очередь с тем, что в ней, как и во многих 
других растениях (например, цикорий, лук, чеснок, 
спаржа), в большом количестве содержится ину-
лин – органическое вещество из группы полиса-
харидов. Главная ценность инулина, находящего-
ся в основном в клубнях растений, – в его пребио-
тических свойствах.   

Инулин – вещество природного происхожде-
ния, не имеющее аналогов искусственного произ-
водства. Он легко усваивается организмом чело-
века, при этом укрепляет иммунитет, улучшает 
работу пищеварительной системы, способствует 
снижению уровня холестерина в крови и снижает 
риск развития онкологических заболеваний. В 
связи с этим инулин используют для обогащения 
пищевых продуктов (молочных, кондитерских и 
хлебобулочных изделий и др.) пищевыми волок-
нами, а также в качестве сахарозаменителя, по-
скольку он имеет природный сладкий вкус [1]. 

Вегетативная часть растения, в том числе 
стебли, также представляет интерес как возоб-
новляемое сырье разного назначения – для про-
изводства сорбентов, кормов, органических ве-
ществ, композитных материалов и топливных 
брикетов. Стебель растения можно разделить на 
внутреннюю часть – сердцевину белого цвета 
(14,4% по массе), и наружную – одревесневшую 
часть желтовато-коричневого цвета (85,6% по 
массе). Наружная часть стебля топинамбура бо-

лее твердая, так как в ней содержится больше 
полисахаридов (60,6%), чем в сердцевине 
(42,4%) [2, 3].  

Стебли топинамбура имеют разнообразные 
области применения. Они служат кормом сель-
скохозяйственным животным как в виде зеленой 
подкормки, так и в силосованном виде [4, 5]. 
Стебли также могут использоваться как природ-
ный, дешевый и простой в получении сорбент для 
очистки водных растворов от ионов тяжелых ме-
таллов (например, меди [6]) и красителей [7]. 
Внутренняя часть стебля, благодаря своей мик-
ропористой структуре, проявляет сорбционную 
активность в отношении ионов меди [8], цинка, 
кадмия и железа [9], а также анионных красите-
лей, таких как кислотный красный и прямой бор-
до, применяемых на предприятиях текстильной 
промышленности [10].  

Химический состав вегетативной части топи-
намбура зависит от времени отбора [2] и части 
стебля [11]. Органическая составляющая стеблей 
представлена в основном веществами углеводной 
природы, сырым протеином, клетчаткой и жирами 
[2, 12], что позволяет их использовать для получе-
ния полезных органических веществ после хими-
ческой переработки. Например, для производства 
целлюлозы, глюкозо-фруктозного сиропа [2, 13], 
биобутанола [14] и биоэтанола [15]. Выход биоэта-
нола на углеводсодержащем субстрате из стеблей 
топинамбура выше, чем на субстратах древесного 
происхождения [12]. Биоэтанол, полученный из 
стеблей топинамбура, можно использовать в пи-
щевой, энергетической и фармацевтической про-
мышленностях [16]. Продукты из стеблей топинам-
бура также находят свое применение в медицине 
для получения биомаркеров опухолевых клеток за 
счет детектирования содержания молочной кисло-
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ты, накапливающейся в них [17].  
Измельченные стебли топинамбура способ-

ны заменить древесину в качестве сырья для 
производства цементно-стружечных композитов 
[18]. Из стеблей топинамбура можно произво-
дить топливные брикеты и гранулы для систем 
децентрализованного теплоснабжения животно-
водческих ферм и сельских потребителей [19].  

Неорганический состав стеблей топинамбура 
изучен лишь в отдельных работах. Показано, что 
в сухой зеленой массе в большом количестве 
содержатся калий, кальций, магний [2]. При ис-
пользовании топинамбура в качестве фитореме-
дианта распределение металлов происходит по 
разным частям этого растения. В клубнях накап-
ливается больше стронция, в стеблях - титана, 
марганца и ванадия, а в листьях больше железа, 
цинка, хрома, никеля и кобальта [20]. Но в лите-
ратуре отсуствуют систематические сведения о 
неорганических компонентах, которые необхо-
димы для определения направлений утилизации 
стеблей топинамбура. Поэтому в данной работе 
был изучен состав неорганических компонентов 
как в золе, так и в экстрактах стеблей топинам-
бура при различных значениях рН.  

 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
В качестве объекта исследования использо-

вали образцы стеблей топинамбура (Heliánthus 
tuberósus) (ТС), отобранные в Яковлевском рай-
оне Приморского края. Стебли высушивали до 
воздушно-сухого состояния и измельчали до 
размера частиц 1–5  мм. Был исследован неор-
ганический состав экстрактов, полученных из ТС 
при разных значениях рН, состав их зольных 
остатков и зола исходного образца.  

Экстракция образцов стебля при разных 
значениях рН. Навеску измельченных стеблей 
топинамбура помещали в термостойкий стакан, 
добавляли дистиллированную воду, раствор со-
ляной кислоты (0,1 моль/л) или гидроксида 
натрия (0,1 моль/л) в соотношении Т:Ж = 1:13. 
Гидролиз проводили при нагревании до 90 ºС с 
контролером температуры EKT Hei-Con 
(Heidolph, Германия) в течение 1 ч при переме-
шивании. Твердый остаток отфильтровывали 
через фильтровальную бумагу «синяя лента», 
промывали дистиллированной водой до 
нейтральной реакции среды и высушивали.  

Окислительный обжиг образцов стебля. 
Окислительному обжигу подвергались следую-
щие образцы: исходный, состоящий из сердце-
вины и внешней части; сердцевина; внешняя 
часть; остатки исходного стебля после водного, 
кислотного и щелочного гидролиза. 

Окислительный обжиг проводили в течение 
3 ч в муфельной печи при 600 ºС. Перед обжи-
гом образцы карбонизировали в фарфоровой 
чашке на плите при температуре 300–400 ºС. 

Методы исследования образцов. ИК-спектры 
регистрировали на спектрометре Vertex 70 

(Bruker, Германия) в области 400–4000 см
-1

 по 
стандартным методикам с предварительным 
прессованием таблеток образца с KBr. 

Рентгенофазовый анализ (РФА) проводили 
по методу Брегг – Брентано в Сu Кα-излучении на 
дифрактометре Bruker D8 Advance (Германия). 
Идентификация фаз в экспериментальных рент-
генограммах проведена с использованием про-
граммы EVA банка порошковых данных PDF. 

Элементный анализ золы проводился мето-
дом энергодисперсионной рентгенофлуорес-
центной спектроскопии (РФЭС) на спектрометре 
EDX 800 HS (Shimadzu, Япония). 

Содержание ионов металлов в экстрактах 
определяли атомно-абсорбционным методом на 
спектрофотометре АА-6601F (Shimadzu, Япония) 
в режиме пламенного атомно-абсорбционного 
анализа. 

Термограммы исследуемых образцов записы-
вали на дериватографе системы Ф. Паулик, 
И. Паулик и Л. Эрдей марки Q-1000 (МОМ, Вен-
грия) на воздухе в интервале 20–700 ºС со скоро-
стью 5 град/мин. Навеска составляла 40–90 мг. В 
качестве эталона использовали прокаленный 
Al2O3. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Исследование экстрактивных веществ 

стеблей топинамбура. Результаты исследова-
ний показали, что природа экстрагента оказыва-
ет значительное влияние на выход экстрактив-
ных веществ из стеблей топинамбура, а также их 
зольных остатков после экстракции в разных 
средах. Установлено, что наибольший выход 
экстрактивных веществ (45%) достигается дей-
ствием на измельченные стебли топинамбура 
0,1 М раствора гидроксида натрия, а минималь-
ный (31%) – дистиллированной воды (табл. 1). 

 

Таблица 1. Содержание растворимых веществ  

в стеблях топинамбура после экстракции  
при разных значениях рН 
 

Table 1. Content of soluble substances  

in jerusalem artichoke stems after extraction  
at different pH values 
 

Экстрагент 
Выход  

экстрактивных 
веществ, % 

Цвет фильтрата 

Н2О 31 
светло-
коричневый 

HCl, 0,1 н. 42 светло-желтый 

NaOH, 0,1 н. 45 
темно-
коричневый 

 

Цвет фильтрата меняется от светло-желтого 
(кислотный гидролиз) до темно-коричневого (ще-
лочной гидролиз). Изменение цвета и увеличе-
ние выхода экстрактиных веществ в большей 
степени связано с удалением лигнина из био-
массы и частичным гидролизом гемицеллюлозы 
и полисахаридов. 

Содержание ионов металлов, идентифици-
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рованных в водных, кислотных и щелочных экс-
трактах, представлено в табл. 2. Основными 
ионами, присутствующими в исследуемых экс-
трактах, являются ионы калия, кальция, натрия, 
магния и железа. Наибольшее количество ионов 
металлов, входящих в состав ТС, экстрагируется 
соляной кислотой.  

При сравнении содержания катионов метал-
лов в экстрактах стеблей топинамбура и подсол-
нечника (близкого родственника топинамбура) 
следует отметить, что в экстрактах стеблей под-
солнечника содержится большее количество ка-
тинов металлов, за исключением кальция 
(см. табл. 2). 

Исследование зольных образцов стеблей 
топинамбура. Термическое разложение образцов 
стеблей топинамбура (исходный, сердцевина и 
внешняя оболочка) изучали в температурном ин-
тервале 20–600 ºС (рис. 1). Термоокислительная 
деструкция (ТОД) всех образцов, сопровождаю-
щаяся экзоэффектами на кривой ДТА, происходит 
в несколько стадий.  

В интервале температур 40–150 (170) ºС на 

кривых ДТА трех образцов наблюдается слабо-
выраженный эндотермический эффект, объясня-
емый удалением связанной (адсорбированной) 
воды. При этом убыль массы (Δm) исходного об-
разца и внешней оболочки составляет 4,4 и 4,9% 
соответственно, а Δm сердцевины – 8,8% (более 
гигроскопичная часть) (табл. 3).  

Второй этап разложения исходного образца и 
внешней части стебля в интервале 150–230 ºС 
обусловлен ТОД органических компонент, присут-
ствующих в этих образцах в большей степени, 
чем в сердцевине, и перекрывается с началом 
термоокислительной деструкции целлюлозы.  

Значительная потеря массы (40–41,5%) про-
исходит в области температур 230–360 ºС (третья 
стадия). Для исходного образца и внешней обо-
лочки это связано с интенсивной ТОД целлюлозы 
как основного компонента указанных образцов. 
При нагревании сердцевины до 370 ºС убыль 
массы выше и составляет 73,7% , что свидетель-
ствует о большем выходе летучих веществ и ука-
зывает на меньшую стойкость органических ком-
понент сердцевины по отношению к кислороду. 

 

Таблица 2. Содержание ионов металлов в экстрактах из стеблей топинамбура  
 

Table 2. Content of metal ions in extracts from jerusalem artichoke stems 
 

Экстрагент 
Содержание ионов, мкг/л 

K+ Ca2+ Mg2+ Na+ Fe3+ 

Стебли топинамбура 

H2O 900,0 83,0 19,6 3,9 0,2 
HCl, 0,1 М 921,0 377,0 46,7 29,0 12,0 
NaOH, 0,1 М 840,0 67,0 21,0 2301,0* 0,6 

Стебли подсолнечника 

H2O 2500,0 46,9 154,0 26,6 0,2 
HCl, 0,1 М 2566,0 315,0 381,0 63,0 2,5 
NaOH, 0,1 М 2102,0 23,0 128,0 1925* 0,2 

*Высокое содержание ионов натрия в экстракте обусловлено составом экстрагента. 
 

 
  

a b c 
 

Рис. 1. Термограммы образцов стебля топинамбура: 
а – исходный образец; b – сердцевина; с – внешняя часть 

 

Fig. 1. Thermograms of jerusalem artichoke stem samples 
a – the initial sample; b – the core; c – the outer part 
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Таблица 3. Убыль массы (Δm) исследованных  

образцов в зависимости от температуры 
 

Table 3. Mass loss (Δm) of the studied samples  

as a function of temperature 
 

Образец 
Интервал  

температур, °С 
Δm,% 

Исходный 

40–150 
150–230 
230–360 
360–600 

4,4 
17,8 
40,0 
32,3 

Сердцевина 
40–170 

170–370 
370–600 

8,8 
73,7 
11,3 

Внешняя часть 

40–160 
160–230 
230-360 
360–600 

4,9 
17.0 
41,5 
31,7 

 

Четвертая стадия в области 360–500 ºС связа-
на с выгоранием карбонизованого (обогащенного 
углеродом) остатка, которого образуется значи-
тельно меньше в случае ТОД сердцевины (11,3%). 

Зольность образца ТС составляет 4,3% 
(табл. 4), что согласуется с данными, приведенны-
ми в работе [2]. Зольность сердцевины превышает 
зольность внешней оболочки в 2 раза. Зола серд-
цевины окрашена в белый цвет в отличие от золы 
исходного образца ТС и внешней оболочки, кото-
рые окрашены в серый цвет. 

 

Таблица 4. Содержание зольных компонентов  

в разных частях стеблей необработанного  
топинамбура  
 

Table 4. Content of ash components  

in different parts of the stems of untreated  
jerusalem artichoke 
 

Образец ТС Зольность, % Цвет золы 

Исходный 4,3 серый 
Сердцевина 7,0 белый 
Внешняя оболочка 3,8 серый 

 

Массовая доля золы остатков стеблей исход-
ного образца топинамбура, подвергавшихся воз-
действию воды, кислоты и щелочи, изменяется от 
0,4 до 2,3%. Высокая зольность образца после 
щелочной экстракции также обусловлена исполь-
зуемым экстрагентом. 

Наименьшим выходом золы характеризуется 
образец после кислотного гидролиза, в гидролиза-
те которого наблюдается наибольшее содержание 
металлов (см. табл. 2). 

По данным рентгенофлуоресцентного анализа, 
предварительная обработка стеблей водой, соля-
ной кислотой и щелочью влияет на состав золы. 

Полученные результаты свидетельствуют о том, 
что основными в золе являются соединения калия, 
кальция, кремния, фосфора, магния, натрия и серы 
(табл  6). В золе внешней оболочки преобладает 
калий, в золе сердцевины – кальций. Содержание 
кремния во внешней оболочке в 2,5 раза больше, 
чем в сердцевине. 

 

Таблица 5. Содержание зольных компонентов  

в стеблях топинамбура после экстракции  
при разных значениях рН 
 

Table 5. Content of ash components in jerusalem  

artichoke stems after extraction  
at different pH values 
 

Экстрагент Зольность, % Цвет золы 

Н2О 1,8 светло-серый 
HCl, 0,1 н. 0,4 светло-бежевый 
NaOH, 0,1 н. 2,3 светло-серый 

 

Содержание калия в образцах золы снижает-
ся после предварительной обработки стеблей 
кислотой и щелочью, а кальция – только после 
обработки кислотой. Концентрация кремния уве-
личивается после кислотного гидролиза. Эле-
ментный состав образцов золы связан с разной 
растворимостью их соединений при различных 
значениях рН. 

Состав основных химических элементов в 
золе исходного образца согласуется с данными 
[11], по количеству элементы в ряду располага-
ются в следующем порядке:  

 

К2О>CaO>P2O5>SiO2>SO2>MgO>Na2O. 
 

На рис. 2 представлены ИК-спектры поглоще-
ния образцов золы необработанных стеблей топи-
намбура: исходного, сердцевины и внешней обо-
лочки, в которых наблюдаются полосы поглощения 
карбонатных групп (1460–1440 и 878–872 см

-1
) [21] 

и силоксановых связей (интенсивные полосы ва-
лентных асимметричных колебаний в диапазоне 
1117–1043 см

-1
) [22]. Полосы поглощения в обла-

сти 3400 и 1630–1640 см
-1 

отвечают валентным и 
деформационным колебаниям адсорбированной 
воды и связанных ОН-групп. Согласно данным 
РФА, образцы золы находятся в аморфно-
кристаллическом состоянии, сердцевины – в кри-
сталлическом. (табл. 7), Основными соединения-
ми, входящими в состав золы исходного образца и 
внешней оболочки, являются силикаты, а в состав 
сердцевины – силикаты и карбонаты, что согласу-
ется с данными ИК-спектроскопии. 

 

Таблица 6. Содержание химических элементов в золе стеблей топинамбура 
 

Table 6. Content of chemical elements in the ash of jerusalem artichoke stems 
 

Образец золы стеблей 
Содержание, % 

К2O СаO SiO2 Р2О5 Na2O MgО SO2 

Исходный 50,1 22,7 8,5 10,5 1,6 3,0 3,45 
Сердцевина 29,9 56,1 3,7 2,8 1,6 4,1 0,6 
Внешняя оболочка 55,9 21,0 10,5 6,6 1,7 1,9 1,2 
После водного гидролиза 39,3 39,1 6,1 4,4 3,2 3,8 1,9 
После кислотного гидролиза (0,1 М НCl) 14,7 8,2 58,4 8,4 3,7 0,4 3,9 
После щелочного гидролиза (0,1 М NaOH) 11,1 35,7 1,5 2,0 42,6 4,1 1,8 
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Рис. 2. ИК-спектры золы из стеблей топинамбура: 
а – исходный образец; b – сердцевина; с – внешняя часть 

 

Fig. 2. FTIR spectrum of ash from jerusalem artichoke stems: 
а – initial sample; b – core; c – outer part 
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Таблица 7. Соединения, входящие в состав стеблей топинамбура, по данным РФА 
 

Table 7. Compounds included in the stems of jerusalem artichoke according to the X-ray phase analysis data 
 

Образец золы стеблей Обработка Состояние 
Идентифицированные  

соединения 

Исходный нет аморфно-кристаллическое KCl, Са2SiО4 
Сердцевина нет кристаллическое СаСО3, Са2SiО4, КCl 

Внешняя оболочка нет аморфно-кристаллическое 
KCl, Сa2SiО3(ОH)2, 
Сa10(PО4)6СО3, CaMg(СО3)2 

После водного гидролиза вода аморфно-кристаллическое 
Сa3Si3О8(ОH)2, 
Сa2SiО4/2CaO·SiO2 

После кислотного гидролиза 
(0,1 М НCl) 

HCl, 0,1 M аморфно-кристаллическое CaSiO3, KCl, K4CaSi3O9 

После щелочного гидролиза 
(0,1 М NaOH) 

NaOH, 0,1 M кристаллическое СаСО3, KCl, K4CaSi3O9 
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Рис. 3. ИК-спектры золы из стеблей топинамбура после обработки при разных значениях рН: 
а – водный гидролиз; b – кислотный гидролиз; c – щелочной гидролиз 

 

Fig. 3. FTIR spectrum of ash from jerusalem artichoke stems after treatment at different pH values: 
a – water hydrolysis; b – acid hydrolysis; c – alkaline hydrolysis 
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Образцы золы, полученные после обработки 
ТС экстрагентами, находятся в аморфно-
кристаллическом и кристаллическом состоянии 
(см. табл. 7). Идентификация линий показала, что 
основными соединениями, входящими в состав 
кристаллической фазы образцов золы, полученных 
после обработки стеблей топинамбура водой и 
кислотой, являются силикаты, а после обработки 
щелочью – карбонаты, что коррелирует с данными 
ИК-спектроскопии (рис. 3). 

Полосы поглощения в области 1470–1460 см
-1
 

и 874–872 см
-1
 отвечают карбонатным группам [21]. 

В ИК-спектре образца золы после водной экстрак-
ции видна также полоса поглощения связей сили-
катов Si-O-Me (1053 см

-1
). В спектре образца после 

кислотной обработки стеблей (рис. 3, b) наблюда-
ются полосы поглощения деформационных 
(467 см

-1
) и валентных (симметричных и асиммет-

ричных) колебаний (798 см
-1
 и 1117 см

-1
) силокса-

новых связей Si–O–Si, а полоса при 908 см
-1
 ука-

зывает на связь Si–OH в соответствии с [22]. Вид 
этого спектра позволяет предположить, что 
аморфная фаза данного образца состоит в основ-
ном из диоксида кремния, что подтверждается и 
химическим анализом (см. табл. 6). 

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Таким образом, исследован состав неоргани-

ческих компонентов стеблей топинамбура. Пока-
зано, что выход экстрактивных веществ из стеб-
лей топинамбура зависит от природы экстраген-
та. Наибольший выход экстрактивных веществ 
наблюдается при обработке сырья 0,1 М гидрок-
сидом натрия (45%), а минимальный – водой 
(31%). Основными экстрагирующимися ионами 
являются K

+
, Ca

2+
 и Mg

2+
. По характеру термиче-

ского разложения исходный образец и внешняя 
оболочка стебля близки между собой в отличие 
от сердцевины. Показано, что содержание мине-
ральных веществ в сердцевине больше, чем во 
внешней части, где они представлены, в основ-
ном, соединениями калия, кальция, кремния и 
фосфора. В результате анализа ИК-спектров 
установлено, что в состав золы входят карбона-
ты и соединения кремния. Экстракция стеблей 
топинамбура при разных значениях рН показала, 
что интерес может представлять зола после кис-
лотной обработки стеблей как источник аморф-
ного диоксида кремния.  
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Синтез и биологическая активность 
N

6
-маннопиранозиладенинов 

 

© И.С. Черепанов, А.А. Камашева, Э.И. Кашапова 
 

Удмуртский государственный университет,  
г. Ижевск, Российская Федерация 

 

Резюме: Выполнен синтез потенциально биоактивных продуктов конденсации аденина с D-маннозой 
и 6-дезокси-L-маннозой (L-рамнозой) в водных и этанольных растворах. На основании данных ИК-Фурье 
спектроскопии и элементного анализа установлено, что моно-N

6
-гликозилированные аденины с удо-

влетворительными выходами выделяются из водных систем, тогда как в этанольных растворах об-
разуются смеси N

6
,N

9
-продуктов, а также комплексы последних с ионами меди. Детальный анализ ко-

лебательных спектров N
6
-гликозиладенинов подтверждает строение углеводных фрагментов в виде 

пиранозных циклов, при этом часть продукта образуется в виде дезоксиаминокетоз.  
N-рамнозиладенин образуется с более чем вдвое большим выходом по причине более высокой устой-
чивости рамнозы в отношении побочных реакций. Спектры отражения модельных растворов глико-
зиладенинов, регистрируемые через 4 суток после приготовления, не обнаруживают полос, харак-
терных для свободного аденина в области 1250–1110 см

-1
, что свидетельствует о достаточной 

устойчивости синтезированных продуктов к гидролитическому расщеплению в условиях эксперимен-
та. Биотестирование выделенных продуктов на семенах пшеницы (Triticum aestivum L.) показывает 
увеличение содержания хлорофиллов в проростках для обоих маннозиладенинов в сравнении с контро-
лем. Уменьшение концентрации синтезированных продуктов в растворах проращивания с 0,1 до 
0,001% приводит к усилению накопления фотосинтетических пигментов, при этом для рамнозиладе-
нина данный эффект выражен сильнее. Последнее может быть связано со структурными особенно-
стями углеводных фрагментов, в частности, различия в степени гидроксилирования гликозидных 
фрагментов. Механизмы трансформации и активного действия N

6
-замещенных аденинов планирует-

ся изучить в дальнейшем. 
 

Ключевые слова: аденин, D-манноза, L-рамноза, биологическая активность, спектроскопия 
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Synthesis and biological activity 
of N

6
-mannopyranosyladenines 

 

Igor S. Cherepanov, Anna A. Kamasheva, El’nara I. Kashapova 
 

Udmurt State University,  
Izhevsk, Russian Federation 

 

Abstract: In this work, potentially bioactive condensation products of adenine with D-mannose and 6-deoxy-
L-mannose (L-rhamnose) were synthesized in water and ethanol solutions. According to FTIR spectroscopy 
and elemental analysis, mono-N

6
-glycosylated adenines were isolated from water systems in satisfactory 

yields, while ethanol solutions contained mixtures of N
6
 and N

9
-products, as well as complexes of the latter 

with copper ions. A detailed analysis of the vibrational spectra of N
6
-glycosyladenines confirmed the struc-

ture of carbohydrate fragments in the form of pyranose rings, while some part of the product was obtained in 
the form of deoxyaminoketosis. N-rhamnosyladenine was formed with a more than double yield because of a 
higher stability of rhamnose with regard to side reactions. The reflection spectra of model solutions of glyco-
syladenines, recorded 4 days after preparation, showed no bands characteristic of free adenine in the range 
of 1250–1110 cm

−1
, which indicates a sufficient resistance of the synthesized products towards hydrolytic 

cleavage under experimental conditions. The conducted biotesting of the isolated products on wheat seeds 
(Triticum aestivum L.) showed an increase in the content of chlorophylls in seedlings for both mannosilade-
nines compared to the control. A decrease in the concentration of synthesized products in germination solu-
tions from 0.1 to 0.001% led to an increase in the accumulation of photosynthetic pigments, while this effect 
was more pronounced for rhamnosyladenine. The latter can be connected with the structural features of car-
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bohydrate fragments, in particular, the differences in the hydroxylation degree of glucoside fragments. Future 
research will investigate the mechanisms of transformation and action of N

6
-substituted adenines. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Цитокинины являются важными биологиче-

ски активными соединениями – классическими 
фитогормонами, оказывающими влияние на ро-
стовые процессы, интенсифицируя клеточное 
деление и адаптацию растений к внешним воз-
действиям [1]. Интенсивное изучение корреля-
ций «структура–активность» цитокининов позво-
ляет построить целостную концепцию химиче-
ской природы данных гормонов. Одним из важ-
нейших классов органических веществ с цитоки-
ниновой активностью являются производные  
6-аминопурина (аденина), замещенные по ато-
мам азота аминогруппы различными фрагмен-
тами: 2’-изопентенил, бензил, о,п-азидобензил 
[2]. Проявление биоактивности последних дока-
зана для низких концентраций (10

-6
 мМ), что 

предполагает перспективность их применения в 
сверхмалых дозах и соответствующую эконо-
мичность.  

Значительный интерес представляют угле-
вод-замещенные аденины [3], что связано, веро-
ятно, с биологической активностью, проявляемой 
их природными аналогами [4]. При этом гликози-
лированные аденины обладают достаточной в 
сравнении с классическими препаратами (ки-
нетин, 6-бензиламинопурин) водорастворимо-
стью и относительной стабильностью в раство-
рах [5]. Вопросы синтеза указанных веществ и 
природа их биоактивности в научной литературе 
освещены в незначительной степени. Имеющие-
ся исследования указывают на преимуществен-
ное образование N

6
-моногликозиладенинов в 

условиях прямого взаимодействия компонентов 
при нагревании их водных растворов [6]. Допол-
нительное изучение данной проблемы показы-
вает возможность образования N

6
,N

9
-диглико-

зилированных продуктов в присутствии ионов 
металлов в качестве катализатора [7]. В этом 
случае, помимо участия в реакции активной первич-
ной аминогруппы, реагирует также и активированный 
за счет комплексообразования

 
N

9
-реакционный центр 

молекулы аденина [6]. Углеводный фрагмент, по 
данным авторов работ [3, 6], может входить в струк-
туру в виде гликозидного цикла [8, 9], присутствовать 
в ациклической форме основания Шиффа, либо ке-
то-форме, образующейся в результате перегруппи-
ровки Амадори [6].  

К настоящему моменту установлены некото-
рые закономерности корреляций «структура–
свойства» для N

6
-замещенных аденинов [4]. В 

частности, показано, что их цитокининовая ак-
тивность зависит от размера и геометрии заме-
стителя при аминогруппе, а также его гидрофоб-
ности, при этом для непредельных заместителей 
транс-конфигурация кратной связи в боковой 
цепи усиливает биоактивность. Следует отме-
тить, что большинство работ посвящено изуче-
нию проблем синтеза, строения и биоактивности 
продуктов конденсации аденина с D-рибозой и 
D-глюкозой [3, 6], тогда как другие углеводы не 
менее интересны в плане образования биологи-
чески активных производных, проявляющих 
свойства рострегуляторов.  

В связи с вышесказанным целью настоящей 
работы являлось изучение синтетических про-
дуктов конденсации аденина (Ade) с D-маннозой 
(Man) и 6-дезокси-L-маннозой (L-рамнозой, Rha) 
на активность фотосинтетического аппарата се-
мян пшеницы (Triticum аestivum L.).  

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Синтез целевых конъюгатов проводили по 

двум методикам [6, 9].  
Методика 1. В 20 мл абсолютированного 

этанола («Merck», Германия) вносили по 0,05 г 
аденина и углевода, после чего добавляли 1 мл 
3%-го этанольного раствора CuCl2, смесь нагре-
вали в колбе с обратным холодильником на во-
дяной бане в течение 1 ч, поддерживая равно-
мерное кипение. После окончания синтеза от-
фильтровывали твердую фазу, из фильтрата 
удаляли избыток растворителя и высушивали 
твердый продукт в эксикаторе. 

Методика 2. 0,02 г аденина и 0,02 г углевода 
растворяли в 5 мл дистиллированной воды, по-
лученный раствор медленно упаривали в фар-
форовых чашках досуха, твердый продукт про-
мывали последовательно холодной водой, эта-
нолом и высушивали в эксикаторе.  

ИК-Фурье спектры твердых продуктов снимали 
на ИК-Фурье спектрометре ФСМ-2201 (ООО «Ин-
фраспек», Россия) в таблетках KBr (1:250) в интер-
вале волновых чисел 4000–400 см

-1
 с разрешени-

ем 4 см
-1
, полученные спектры обрабатывали в 

программе FSpec 4.0.3.9. Спектры отражения мо-
дельных 1%-х растворов гликозиладенинов реги-
стрировали с использованием приставки  
МНПВО-36 в интервале волновых чисел 4000–
650 см

-1
. Элементный анализ твердых продуктов 

проводили на анализаторе Vario MICRO cube 
(«Elementar Analysensysteme GmbH», Германия). 
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Проращивание семян тест-растения (пшени-
ца, сорт Московская 25) осуществляли в чашках 
Петри при температуре 25 ºС, для чего на пол-
ностью увлажненную фильтровальную бумагу 
выкладывали по 8 семян. Эксперимент проводил-
ся в течение 4 суток, по окончании контролировали 
длину проростков нормально проросших семян в 0,1; 
0,01 и 0,001%-х растворах N

6
-гликозилированных 

аденинов в сравнении с контролем (дистиллиро-
ванная вода). Биоактивность определяли по 
накоплению фотосинтетических пигментов в 
процессе роста, для чего по окончании вегета-
ционных экспериментов проростки выдерживали 
на свету в течение 4 ч и проводили экстракцию 
хлорофиллов 96%-м этанолом (пробы 50 мг, 
10 мл этанола). Электронные спектры экстрактов 
снимали на спектрофотометре CФ-2000 (ОКБ 
«Спектр», Россия) в кварцевых кюветах (l = 1 см) 
в интервале длин волн 300-800 нм с шагом 5 нм. 
Содержание фотосинтетических пигментов рас-
считывали по формулам [10].  

 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Основными проблемами синтеза N

6
-глико-

зилированных аденинов является сравнительно 
низкая реакционная способность аминогруппы 
при высокой лабильности углеводов в условиях 
термостатирования [6]. В частности, авторами 
работы [9] было отмечено, что большинство уг-
леводов нестабильно в водных растворах даже в 
средах, близких к нейтральным. В связи с этим в 
качестве гликозилирущих агентов нами была 
выбрана сравнительно устойчивая к трансфор-
мациям в растворах D-манноза [9] и, как было 
показано ранее, инертная по отношению к реак-
циям неферментативного окрашиваниям (обра-
зованию поздних продуктов Майяра) 6-дезокси-L-

манноза (L-рамноза) [11].  
ИК-Фурье спектр аденина (рис. 1, спектр 1) 

характеризуется наличием большого числа по-
лос, отнесение которых представлено в табл. 1. 

 

 
 

Рис. 1. ИК-Фурье спектры аденина (1)  
и продуктов его конденсации с D-маннозой 
в этанольном (2) и водном (3) растворах 
 

Fig. 1. IR Fourier transform spectra of adenine (1)  
and its D-mannose condensation products,  
isolated from ethanol (2) and aqueous (3) solutions 

 
На рис. 1 также представлены колебатель-

ные спектры продуктов конденсации в системе 
аденин – D-манноза (спектры 2, 3), а отнесение 
их основных полос дано в табл. 1.  

Широкая полоса 1060 см
-1

 может указывать 
на образование продукта конденсации аденина с 
углеводом [3]. В «аномерной» области регистри-
руется сигнал при 887 см

-1
, относимый к дефор-

мационным колебаниям С1-Н-связи гликозидного 
фрагмента [17]. 

 

Таблица 1. Отнесение полос (см
-1

) в ИК-Фурье спектрах аденина и продуктов его конденсации с углеводами 
 

Table 1. Assignment of bands (cm
-1

) in FTIR spectra of adenine and its condensation products with carbohydrates 
 

Ade 
Аde – Man Аde – Rha Отнесение 

[1, 3, 11–16] Методика 1 Методика 2 Методика 1 Методика 2 

 – 1720 – 1720 νC=О 
1697 1700 – 1700 – δNH2, νС6-NH2 

1608 1604, 1660 1600, 1649 1608 1604, 1649 νC=C, νC=N 
1571 1580 1580 плечо 1573 1580 плечо δNH 
1510 – 1510 1510 1510 плечо δC-N9-H 
1465 1460 1450 1455 1452 νгетероцикл, δHC 
1413 1413 1415 1415 1417 νN=CH 

1310, 1330 1311, 1340 1310, 1330 1303, 1330 1309, 1329 νC-N 
1240 1211, 1246 1247 1245 1247 νC-N + νC-NH2 
1110 – – – – δNC, δHC 

 
1066, 1030 

плечо 
1060, 1030 

плечо 
1124, 1072, 

1035 
1122,1060, 
1015 плечо 

νС-О-Н, δС-О-С, δС-О,  
N-гликозид 

1016 – – – – δC-N-C, ρNH2 

945 939 935 плечо 945 943 δN-C=N 
 887 880 970 968 δС-Н, δпиранозид 

894 – 895 896 900 γN9-H 

821 812 800 810 800 γNH2 
752 765 779 738 – δC-C, δC-N 

709 680 680 709 698 ρCH 
617 640 – 619 635 δN-C-C, δN-H 
546 570 – 480, 550 544 δN-C, δC-C, νCu-N 
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Вторые производные спектральной области 
1000–1100 см

-1
 позволяют наблюдать несколько 

отдельных составляющих для обоих типов про-
дуктов, что указывает на пиранозную форму гли-
козидного кольца (рис. 2). 

 

 
 

Рис. 2. Вторые производные ИК-Фурье спектров  
продуктов конденсации аденина 
с D-маннозой в водном (1) и этанольном (2) растворах 
 

Fig. 2. IR Fourier transform spectra second derivative  
of adenine - D-mannose condensation products, 
isolated from aqueous (1) and ethanol (2) solutions 

 
Наиболее существенные различия в спек-

трах продуктов, синтезированных по разным ме-
тодикам, наблюдаются при сопоставлении полос 
колебаний N–C- и N–H-связей, участвующих в 
образовании продуктов конденсации. Полоса 
деформационных колебаний аминогруппы 
1697 см

-1
 регистрируется в области сравнитель-

но высоких частот, что свидетельствует о при-
сутствии частично протонированной формы аде-
нина [12]. Названная полоса в спектре 2 незна-
чительно сдвигается в высокочастотную об-
ласть, снижая интенсивность, что, по мнению 
авторов публикации [13], указывает на образо-
вание связи ионов металла с аминогруппой; ко-
ординация N

9
→M сдвигает полосу 1697 см

-1
 в 

низкочастотную область [12]. В то же время ав-
торы работы [1] указывают на вклад в полосу 
1700 см

-1
 валентных C=N-колебаний (возможно, 

νС6-NH2 [10]), что делает смещение обсуждаемого 
сигнала незначительным. Дополнительным под-
тверждением эффекта комплексообразования 
является смещение полос маятниковых колеба-
ний γNH2 (821 см

-1
) в низкочастотную область, а 

также положение полос ν<600 см
-1 

(νM-N) [13, 14]. 
По данным, представленным в работах [14, 15], 
подобная ситуация имеет место при образова-
нии комплексных соединений Cu

2+
-аминоконъю-

гат, при этом дополнительно регистрируются 
полосы 1211 и 765 см

-1
, относимые к валентным 

колебаниям N
9
–C1’ и деформационным колеба-

ниям N
9
–C1’–O соответственно [15]. Последнее в 

совокупности с полосой 1055 см
-1
 (N

9
–C1’–Н1’) в 

спектре второй производной (см. рис. 2) и отсут-

ствием сигналов при 1510 (δC-N9-H) и 894 см
-1
 (γN9-H) 

подтверждает N
9
-гликозилирование аденина [3].  

Продукт, выделенный из водного раствора 
(см. рис. 1, спектр 3), не показывает в спектре 
полос в области 1690–1700 см

-1
, интенсивно 

проявляются пик 1649 см
-1

 (νC=N) и два плеча – 
1600 и 1580 м

-1
 (νC=C, δNH), характерных для  

N
6
-замещенных аденинов [16, 18]. В «аномер-

ной» области регистрируется сигнал 880 см
-1

, 
относимый к деформационным колебаниям  
С1–Н-связи гликозидного фрагмента в совокуп-
ности с полосой 895 см

-1
 (γN9-H), указывая на от-

сутствие гликозилирования по N
9
-атому азота, 

что согласуется с данными работы [6] получен-
ными на основании масс-спектрометрического 
анализа. Сведения, представленные в работе 
[19], также подтверждают более высокую реак-
ционную способность аминогруппы в реакциях 
гликозилирования. Полоса при 1720 см

-1
, отно-

симая к колебаниям карбонильной группы, сви-
детельствует о присутствии части продукта в 
форме дезоксиаминокетозы (продукта перегруп-
пировки Амадори), образование подобных струк-
тур в Man-системах было отмечено ранее [20]. 

Колебательные спектры продуктов конденса-
ции в системе аденин – L-рамноза представлены 
на рис. 3 (спектры 2, 3). Образование продуктов 
конденсации подтверждается наличием достаточ-
но разрешенных полос в области 1000–1100 см

-1
, 

причем несколько интенсивных сигналов в дан-
ной области также характеризуют пиранозную 
форму гликозидного кольца.   

 

 
 

Рис. 3. ИК-Фурье спектры аденина (1)  
и продуктов его конденсации 
с L-рамнозой в этанольном (2) и водном (3) растворах 
 

Fig. 3. IR Fourier transform spectra of adenine (1)  
and its L-rhamnose condensation products, 
isolated from ethanol (2) and aqueous (3) solutions 

 
Анализ спектральных контуров подтверждает 

наличие структурных особенностей, описанных 
для системы аденин – D-манноза, с тем отличи-
ем, что в спектрах продуктов, синтезированных 
по обеим методикам, присутствуют полосы 
1510 см

-1
 (δC-N9-H) при отсутствии сигналов 
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1210 см
-1

 (νN9-C), что указывает на отсутствие ре-
акций по N

9
–H-фрагменту [3, 18]. Последнее в 

сравнении со строением продукта, полученного в 
системе с D-маннозой по методике 1, связано, 
вероятно, с меньшей реакционной способностью 
L-рамнозы в реакциях гликозилирования. 

Таким образом, на основании проведенного 
анализа можно предположить, что продукты синте-
за в этанольных средах представляют собой ком-
плексные соединения в системе Cu

2+ 
– аденин –

 углевод, тогда как из водной среды можно выде-
лить N

6
-гликозилированные аденины, что может 

быть обобщено в виде схемы (в структуре угле-
водного цикла показан только С1–ОН-фрагмент без 
учета типа конформации) [6]: 

 

 
 
Комплексные соединения Cu(II) – аминоконъ-

югат, согласно литературным данным, сравни-
тельно неустойчивы в водных растворах [6] и спо-
собны разрушаться с образованием смеси исход-
ных компонентов и конечных продуктах различного 
состава. Поликомпонентность в этом случае за-
трудняет оценку биоактивности, тогда как необхо-
димость фракционирования усложняет методику, в 
связи с чем в дальнейшем для биотестирования 
использовали синтезированные в водной среде  
N

6
-гликозилированные аденины, элементный со-

став и оценка биоактивности которых представле-
ны в табл. 2. 

Данные, представленные в табл. 2, демонстри-
руют увеличение содержания хлорофиллов в срав-
нении с контролем, при этом снижение концентрации 
гликозилированного аденина приводит в обоих слу-
чаях к росту количества хлорофиллов. Классические 
цитокинины, в частности, 6-бензиладенин, показы-
вают увеличение содержания фотосинтетических 
пигментов с ростом концентрации [21]. Более деталь- 
ное изучение динамики действия природных и синте-

тических цитокининов обнаруживает сложные зави-
симости, при этом отмечается взаимосвязь их биоак-
тивности с химической стабильностью и устойчиво-
стью в отношении процессов конъюгации [22].  

Спектры отражения модельных растворов 
гликозиладенинов (1%), регистрируемые через 4 
суток после приготовления, не обнаруживают 
полос, характерных для свободного аденина в 
области 1250–1110 см

-1
 [5], что свидетельствует 

о достаточной устойчивости синтезированных 
продуктов к гидролитическому расщеплению в 
условиях эксперимента (рис. 4). 

 

 

 
Рис. 4. Спектры отражения модельных  
водных растворов аденина (1)  
и гликозиладенинов (2 – Rha), (3 – Man)  
 
Fig. 4. Reflectance spectra of adenine (1)  
and glycosyladenines (2 – Rha), (3 – Man)  
model aqueous solutions   

 
Таким образом, на основании полученных 

данных можно заключить, что синтезированные 
продукты представляют собой устойчивые в 
водных растворах N

6
-гликопиранозиламины аде-

нина, активирующие фотосинтетический аппарат 
тест-растений Triticum аestivum L. Различие в 
степени активации накопления хлорофиллов 
может быть связано со структурными особенно-
стями углеводных фрагментов гликозиладени-
нов, в частности, различной степени гидроксили-
рования и большей гидрофобности остатка  
L-рамнозы за счет отсутствия С6-ОН-группы, что, 
согласно литературным данным [4], повышает 
биоактивность N

6
-замещенных аденинов.  

 
Таблица 2. Характеристики состава и биоактивности синтезированных продуктов 
 

Table 2. Composition and bioactivity of the synthesized products 
 

Продукт Выход, % 
Элементный состав, % 

Содержание суммы Chl 
при концентрации, %, продукта в растворе проращивания 

C H N 0 0,1 0,01 0,001 

Ade-Man 37 45,21 5,12 24,31 0,21±0,05 0,22±0,02 0,29±0,04 0,36±0,02 
Ade-Rha 83 47,22 5,41 25,32 0,21±0,05 0,28±0,02 0,31±0,01 0,58±0,07 
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ВЫВОДЫ 
Выбраны оптимальные условия синтеза по-

тенциально биоактивных продуктов конденсации 
аденина с D-маннозой и 6-дезокси-L-маннозой  
(L-рамнозой). Показано, что моно-N

6
-гликозили-

рованные аденины с удовлетворительными выхо-
дами выделяются из водных систем, тогда как  
в этанольных растворах образуются смеси  
N

6
,N

9
-продуктов, а также их комплексы с ионами 

меди, вводимыми в качестве катализатора. Анализ 
колебательных спектров N

6
-гликозиладенинов 

подтверждает строение углеводных фрагментов в 
виде пиранозных циклов, устойчивых к гидролити-
ческому расщеплению в условиях вегетационных 
экспериментов. N-рамнозиладенин образуется с 
более чем вдвое большим выходом по причине 
более высокой устойчивости рамнозы в отношении 
побочных реакций. Биотестирование выделенных 
продуктов на семенах пшеницы (Triticum Aesti- 

vum L.) показывает увеличение содержания хло-
рофиллов в растворах проращивания для обоих 
продуктов в сравнении с контролем. Уменьшение 
концентрации N-гликозиладенинов в растворах  
(с 0,1 до 0,001%) приводит к усилению накопления 
фотосинтетических пигментов, при этом для рам-
нозиладенина данный эффект выражен сильнее. 
Различие в степени активации накопления хлоро-
филлов может быть связано со структурными осо-
бенностями углеводных фрагментов гликозиладе-
нинов, в частности, различной степени гидрокси-
лирования и большей гидрофобности остатка  
L-рамнозы за счет отсутствия С6–ОН-группы, что, 
согласно литературным данным, повышает биоак-
тивность N

6
-замещенных аденинов. Направление 

дальнейших исследований планируется связать с 
установлением механизмов трансформации и ак-
тивного действия синтезированных препаратов на 
стадии роста и развития растений.  
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Резюме: Целью работы явилось исследование адсорбции нефтепродуктов из водных растворов 
адсорбентами, модифицированными HCl и активированными СВЧ-излучением. В качестве объек-
тов исследования были использованы углеродные адсорбенты – активные угли: АД-05-2, ИПИ-Т, 
КАД-йодный, и цеолиты Забайкальского месторождения. Количественный анализ вод (модельных 
растворов с исходной концентрацией нефтепродуктов не более 10 мг/л) проводили флуоримет-
рическим методом на анализаторе жидкости Флюорат-02. Активирование адсорбентов осу-
ществляли в СВЧ-печи при мощности волн 800 Вт в течение 1 мин. Модифицирование осуществ-
ляли по следующей методике: 10 г высушенных до постоянной массы при температуре 120–150 ºС 
адсорбентов перемешивали 24 ч с 200 мл 12%-го раствора HCl в воде. Затем суспензию фильтро-
вали и промывали дистиллированной водой до нейтральной реакции. В ходе исследования уста-
новлено, что величина адсорбции нефтепродуктов адсорбентами, модифицированными НСl, воз-
растает в 3,8 раза для активного угля КАД-йодный, в 0,5 раза – для ИПИ-Т, и принимает значения 
0,71 и 0,80 мг/г соответственно. Эти сорбенты имеют наиболее крупный размер зерен – 3–5 мм, 
и наибольший объем микропор – 0,28–0,29 см

3
/г. Установлено, что метод краткосрочной (в тече-

ние 1 мин) СВЧ-активации позволяет увеличить адсорбцию нефтепродуктов: в 4,2 раза – для ак-
тивного угля КАД-йодный, в 0,6 раза – для ИПИ-Т, по сравнению с исходными адсорбентами. 
Наибольшая величина адсорбции нефтепродуктов соответствует цеолитам и принимает значе-
ние 0,99 мг/г. Действие СВЧ-излучения происходит за счет диссоциации и испарения связанной в 
адсорбентах воды и легковоспламеняющихся органических веществ, что ведет к увеличению по-
ристости адсорбента. Применение метода СВЧ-активации является весьма перспективным по 
сравнению с классическими методами химического и парогазового активирования, так как позво-
ляет упростить технологическое оформление и снизить расход реагентов на производство эф-
фективных адсорбентов, используемых для извлечения нефтепродуктов из водных растворов. 
Особенно это становится важным в контексте поддержания экологической безопасности водо-
пользования. 
 

Ключевые слова: активные угли, цеолиты, нефтепродукты, адсорбция, модифицирование НСl, 
активация СВЧ-излучением, безопасность водопользования 
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Abstract: This research is aimed at investigating the adsorption of petroleum products from aqueous solu-
tions by adsorbents modified with HCl and those activated by microwave radiation. The research objects 
were carbon adsorbents: activated coals, such as AD-05-2, IPI-T, KAD-iodine and zeolites of the Trans-
Baikal deposit. The quantitative analysis of waters (standardised test solutions with an initial concentration of 
petroleum products not exceeding 10 mg/l) was carried out by the fluorimetric method using a Fluorat-02 
liquid analyser. The adsorbents were activated in a microwave oven at a wave power of 800 W for 1 min. 
The modification was carried out according to the following procedure: 10 g of the adsorbents dried to a con-
stant weight at a temperature of 120–150 ºС were stirred for 24 h with 200 ml of a 12% HCl solution in water. 
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Next, the suspension was filtered and washed with distilled water until neutral. It was found that the value of 
adsorption of petroleum products by adsorbents modified with HCl increases by 3.8 times for activated car-
bon KAD-iodine, 0.5 times for IPI-T, and equals 0.71 mg/g and 0.80 mg/g respectively. Among the studied 
sorbents, these sorbents have the largest grain size (3–5 mm) and micropore volume (0.28–0.29 cm

3
/g). It 

was established that the method of short-term (within 1 min) microwave activation makes it possible to in-
crease the adsorption of petroleum products by: 4.2 times for activated carbon KAD-iodine and 0.6 times for 
IPI-T in comparison with the original adsorbents. The highest adsorption value of petroleum products corre-
sponds to zeolites and equals 0.99 mg/g. The action of microwave radiation is associated with the dissocia-
tion and evaporation of the water bound in the adsorbents and flammable organic substances, which leads 
to an increase in the porosity of the adsorbent. The application of the microwave activation method is highly 
promising in comparison with the classic methods of chemical and steam-gas activation. This method simpli-
fies the technological design and reduces the consumption of reagents for the production of effective adsor-
bents used to extract petroleum products from aqueous solutions, which acquires particular importance in 
the context of maintaining the environmental safety of water use. 
 

Keywords: active coals, zeolites, petroleum products, adsorption, modification with HCl, activation by mi-
crowave radiation, safety of water use 
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ВВЕДЕНИЕ  
На всех стадиях нефтепользования, начиная 

от добычи нефти и заканчивая утилизацией ее 
отходов, происходит загрязнение атмосферы, 
почв и водоемов. Все предприятия по добыче, 
переработке, хранению и транспортировке нефти и 
нефтепродуктов являются крупнейшими техноген-
ными и антропогенными загрязнителями. И чем 
больший объем работ выполняется, тем сильнее 
их отрицательное влияние на окружающую сре-
ду. Аварийные ситуации при этом лишь увеличи-
вают и концентрируют это влияние

1
. Поэтому 

проблема эффективной очистки нефтесодержа-
щих природных и сточных вод является одной из 
наиболее актуальных, что подтверждают много-
численные исследования [1–8]. 

В настоящее время очистку сточных вод от 
нефтепродуктов осуществляют различными угле-
родными и минеральными адсорбентами, часто 
используют золу, отходы ТЭЦ и др. Широко ис-
пользуют активные угли – БАУ-А, ДАГ, АГ-3, КАД-
йодный, АГ-ОВ, ДАУ и др. Выбор адсорбентов, как 
правило, определяется рядом факторов: эффек-
тивностью очистки, удалением вредных веществ 
до требуемых норм ПДК, способностью адсорбен-
та к регенерации, его доступностью и стоимостью. 
Также представляется целесообразным поиск но-
вых эффективных адсорбентов, удовлетворяющих 
вышеуказанным требованиям. К таковым относят-
ся природные цеолиты, физико-химические свой-
ства которых можно улучшить модифицированием 
их поверхности органическими или неорганиче-
скими соединениями. Огромные запасы природных 
цеолитов, доступность и низкая себестоимость 
позволяют прогнозировать их долгосрочное прак-

тическое применение. В связи с этим особое значе-
ние имеет соотношение эффективности к затратам 
на производство применяемых при ликвидации эко-
логических катастроф адсорбентов [9–12], которое во 
многом определяется сырьем [13–16], методами и 
конкретной технологией их получения [17–21].  

Сегодня существует два основных метода ак-
тивирования адсорбентов: химический и парогазо-
вый. Однако они имеют ряд принципиальных не-
достатков. Так, химическое активирование связано 
с внесением активирующих агентов в продукт, что 
требует дальнейшей очистки последнего. Парога-
зовое же активирование отличает высокая темпе-
ратура процесса – до 800–1000 ºС. Все это услож-
няет технологическое оформление процесса, а 
также делает необходимым применение специ-
альных материалов для изготовления оборудо-
вания. Нивелировать данные недостатки спосо-
бен метод активации посредством СВЧ-излу-
чения, который уже находит применение при 
осушке материалов [22].  

Целью работы явилось исследование ад-
сорбции нефтепродуктов из водных растворов 
активными углями и природными цеолитами За-
байкальского месторождения, модифицирован-
ными HCl и активированными СВЧ-излучением.  

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
В качестве объектов исследования исполь-

зовали углеродные адсорбенты – активные угли: 
АД-05-2, ИПИ-Т, КАД-йодный, и цеолиты Забай-
кальского месторождения. Адсорбционные ха-
рактеристики углеродных адсорбентов пред-
ставлены в табл. 1. 

   

1
Экологическими катастрофами последних лет, например, в Сибирском федеральном округе, можно считать 

аварии на Жилкинской нефтебазе (АО «Иркутскнефтепродукт», 2018 г.), Норильской ТЭЦ (АО «Норильско-
Таймырская энергетическая компания», 2020 г.) и др. 
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Таблица 1. Адсорбционные характеристики углеродных адсорбентов 
 

Table 1. Adsorption characteristics of carbon adsorbents 
 

Углеродные 
адсорбенты 

Объем пор, см3/г 
Размер зерен, 

мм 

Удельная  
поверхность, 

м2/г 

Насыпная 
плотность, г/дм3 Vсуммарный Vмакро Vмезо Vмикро 

АД-05-2 0,69 0,34 0,12 0,23 1–2 620 550 
ИПИ-Т 0,65 0,31 0,06 0,28 3–5 480 420 
КАД-йодный 0,70 0,35 0,06 0,29 3–5 513 450 

 
Как видно из данных, представленных в 

табл. 1, наибольшее значение удельной поверх-
ности соответствует углеродному адсорбенту 
АД-05-2, суммарный объем пор у исследуемых 
образцов различается незначительно. 

Для исследования адсорбции нефтепродук-
тов из водных растворов использовали также 
цеолиты Забайкальского месторождения, тек-
стурные характеристики которых представлены в 
табл. 2. 

 
Таблица 2. Текстурные характеристики цеолитов  

Забайкальского месторождения 
 

Table 2. Characteristics of the zeolite  

of the Zabaikalsky field 
 

Характеристика Значение 

Цеолитовый модуль (Si/Al) 3,2 

Размер зерен, мм 1–2 

Механическая прочность  
(ГОСТ 16188), % 

Не менее 90 

Влагосодержание, % 20 

Удельная поверхность, м2/г 33 

Пористость, % 23 

Средний размер пор, нм 1,8 

Удельный объем пор, см3/г 0,015 

 
Как видно из приведенных в табл. 2 данных, 

удельная поверхность и суммарный объем пор 
уступают углеродным адсорбентам более чем в 
15 и 40 раз соответственно.  

Для улучшения физико-химических характе-
ристик активных углей и цеолитов проводили их 
модификацию соляной кислотой. Модификацию 
образцов НСl осуществляли в соответствии с 
методикой, представленной в диссертационной 
работе И.Г. Хальченко

2
: 10 г высушенных до по-

стоянной массы при температуре 120–150 ºС ад-
сорбентов перемешивали 24 ч с 200 мл 12%-го 
раствора HCl в воде. Затем суспензию фильтро-
вали и промывали дистиллированной водой до 
нейтральной реакции. Полученные модифици-
рованные адсорбенты сушили до постоянной 
массы и анализировали на содержание основ-
ных элементов. При этом увеличение массы об-
разцов составило не менее 20%.  

Для увеличения адсорбционных характери-

стик исследуемых адсорбентов проведено их 
активирование СВЧ-излучением. Активирование 
адсорбентов осуществляли в СВЧ-печи модели 
Bosch FEM513MB0 при мощности волн 800 Вт и 
энергопотреблении 1270 Вт в течение 1 мин.  

Изменение концентрации нефтепродуктов в 
исследуемых пробах модельных растворов осу-
ществляли флуориметрическим методом на 
анализаторе жидкости Флюорат-02. Погрешность 
измерения составила не более 0,05%. 

Расчет величины адсорбции производили по 
уравнению:  
 

 0 рС С V
А ,

m


  

 
где С0 и Ср – исходная и равновесная концентра-
ция нефтепродуктов соответственно, мг/л; V – 
объем раствора, л; m – масса сорбента, г (масса 
каждого образца составляла 1 г).  

Исходная концентрация нефтепродуктов в мо-
дельных растворах составляла не более 10 мг/л. 
Модельные растворы готовили методом разбав-
ления. При приготовлении исходных растворов в 
качестве нефтепродуктов использовали дизельное 
масло марки ДТ-Л-К5 (ρср = 0,8325 г/см

3
). Масса 

навески каждого образца адсорбента – 1 г. 
 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
По полученным результатам исследований 

построены гистограммы адсорбции и остаточной 
концентрации нефтепродуктов. На рис. 1 и 2 
приведены данные для исходных образцов ад-
сорбентов. 

Как видно из гистограмм, представленных на 
рис. 1, наибольшая величина адсорбции нефте-
продуктов активными углями соответствует уг-
леродному адсорбенту АД-05-2, еще большее 
значение – 0,92 мг/г – цеолиту. Данный факт 
можно связать с низкой концентраций нефте-
продуктов в водном растворе. Остаточная кон-
центрация нефтепродуктов в случае цеолитов 
составила 0,81 мг/л. 

На рис. 3 и 4 приведены гистограммы, отра-
жающие величину адсорбции и остаточную кон-
центрацию нефтепродуктов для адсорбентов, 
модифицированных HCl.  

   

2
Хальченко И.Г. Физико-химические методы очистки сточных вод с использованием модифицированных форм 

природных силикатов: дисс. … канд. хим. наук: 03.02.08 / Хальченко Ирина Григорьевна. Владивосток, 2015.  
125 с. 
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Рис. 1. Адсорбция нефтепродуктов исходными  
адсорбентами: 1 – цеолитами; 2 – АД-05-2; 3 – ИПИ-Т;  
4 – КАД-йодным 
 

Fig. 1. Petroleum products adsorption by initial adsorbents:  
1 – zeolites; 2 – AD-05-2; 3 – IPI-T;  
4 – CAD-iodine 
 

 
 

Рис. 2. Остаточная концентрация нефтепродуктов для:  
1 – цеолитов; 2 – АД-05-2; 3 – ИПИ-Т; 4 – КАД-йодного 
 

Fig. 2. Residual concentration of petroleum products for:  
1 – zeolites; 2 – AD-05-2; 3 – IPI-T; 4 – CAD-iodine 

 
Как видно из данных, представленных на 

рис. 3, величина адсорбции нефтепродуктов ад-
сорбентами, модифицированными НСl, возрас-
тает в 3,8 раза для активного угля КАД-йодный, в 
0,5 раза – для ИПИ-Т, и принимает значения 0,71 
и 0,80 мг/г соответственно. Эти сорбенты имеют 
наиболее крупный размер зерен – 3–5 мм, и 
наибольший объем микропор – 0,28–0,29 см

3
/г. 

Наибольшая величина адсорбции нефтепродук-
тов соответствует цеолитам и имеет значение 
0,95 мг/г. Остаточная концентрация нефтепро-
дуктов в случае цеолитов составила 0,53 мг/л 
(см. рис. 4). Известно, что при модифицировании 
алюмосиликатов HCl более чем в два раза уве-
личивается удельная поверхность адсорбента и 
удельный объем пор. При этом средний размер 

пор сокращается от 1,8 до 1,6 нм [23, 24]. Оче-
видно, что при модифицировании происходит 
удаление ионов алюминия из бесконечного тет-
раэдрического каркаса сорбента, образованного 
AlO4 и SiO4. Это приводит к разрушению основ-
ного компонента цеолита и уплотнению силикат-
ного слоя адсорбента. 

 

 
 

Рис. 3. Адсорбция нефтепродуктов модифицированными 
адсорбентами: 1 – цеолитами; 2 – АД-05-2; 3 – ИПИ-Т;  
4 – КАД-йодным 
 

Fig. 3. Petroleum products adsorption by modified  
adsorbents: 1 – zeolites; 2 – AD-05-2; 3 – IPI-T;  
4 – CAD-iodine 
 

 
 

Рис. 4. Остаточная концентрация нефтепродуктов  
для модифицированных: 1 – цеолитов; 2 – АД-05-2;  
3 – ИПИ-Т; 4 – КАД-йодного 
 

Fig. 4. Residual concentration of petroleum products  
for modified: 1 – zeolites; 2 – AD-05-2; 3 – IPI-T;  
4 – CAD-iodine 

 
На рис. 5 и 6 приведены данные для адсор-

бентов, активированных СВЧ-излучением.  
Как видно из данных, представленных на 

рис. 5, величина адсорбции нефтепродуктов ад-
сорбентами, активированными СВЧ-излучением, 
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возрастает в 4,2 раза для активного угля КАД-
йодный, в 0,6 раза – для ИПИ-Т, по сравнению с 
исходными адсорбентами и принимает значения 
0,80 и 0,87 мг/г соответственно. Наибольшая ве-
личина адсорбции нефтепродуктов соответству-
ет цеолитам и принимает значение 0,99 мг/г. 
Остаточная концентрация нефтепродуктов в 
случае цеолитов составила 0,02 мг/л (см. рис. 6). 
При этом предельно допустимая концентрация 
нефтепродуктов для водоемов рыбохозяйствен-
ного назначения составляет 0,05 мг/л. Активиро-
вание адсорбентов СВЧ-излучением позволяет 
добиться требуемых показателей очистки. 

 

 
 

Рис. 5. Адсорбция нефтепродуктов активированными  
адсорбентами: 1 – цеолитами; 2 – АД-05-2; 3 – ИПИ-Т;  
4 – КАД-йодным 
 

Fig. 5. Petroleum products adsorption by activated  
adsorbents: 1 – zeolites; 2 – AD-05-2; 3 – IPI-T;  
4 – CAD-iodine 

 
 

 
 

Рис. 6. Остаточная концентрация нефтепродуктов  
для активированных: 1 – цеолитов; 2 – АД-05-2;  
3 – ИПИ-Т; 4 – КАД-йодного 
 

Fig. 6. Residual concentration of petroleum products  
for activated: 1 – zeolites; 2 – AD-05-2;  
3 – IPI-T; 4 – CAD-iodine 

Таким образом, активирование адсорбентов 
СВЧ-излучением позволило повысить величину 
адсорбции нефтепродуктов активным углем КАД-
йодный на 11%, ИПИ-Т – на 9,4%, АД-05-2 – на 
5,6%, и цеолитом – на 5,1% по сравнению с образ-
цами, модифицированными НСl. 

При активации адсорбентов возможен следу-
ющий механизм процесса адсорбции: 

– внутренний нагрев СВЧ-излучением до воз-
никновения водно-органической фазы под высоким 
давлением, частичный разлом на небольшое ко-
личество трещин при сбросе внутреннего давле-
ния;  

– формирование нанокластеров при охлажде-
нии газовых органических составляющих, двигаю-
щихся по отдельным каналам, их коагуляционный 
рост;  

– выход аэрозолей из кратеров в окружении 
органической составляющей и ее воспламенение в 
зонах контакта с воздухом при достижении соот-
ветствующих температур;  

– вынос наночастиц минеральных составляю-
щих (окиси алюминия или кремния) с их последу-
ющим воспламенением через механизм образова-
ния ОН-радикала. 

Приведенные результаты по адсорбции 
нефтепродуктов исследуемыми образцами свиде-
тельствуют об эффективности использования ак-
тивации адсорбентов посредством СВЧ-излучения. 
Экспериментальные данные подтверждают, что 
величина адсорбции нефтепродуктов адсорбента-
ми, модифицированными HCl, имеет меньшие 
значения в сравнении с образцами, активирован-
ными СВЧ-излучением. 

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Установлено, что наибольшая величина ад-

сорбции нефтепродуктов при модифицировании 
исследуемых образцов HCl характерна для цеоли-
тов – 0,95 мг/г. При этом остаточная концентрация 
нефтепродуктов составила 0,53 мг/л. 

Показано, что активирование адсорбентов 
СВЧ-излучением позволило повысить величину 
адсорбции нефтепродуктов активным углем КАД-
йодный на 11%, ИПИ-Т – на 9,4%, АД-05-2 – на 
5,6%, и цеолитом – на 5,1% по сравнению с образ-
цами, модифицированными НСl. 

Таким образом, в ходе работы были получены 
результаты, свидетельствующие о целесообраз-
ности применения метода активации адсорбентов 
посредством СВЧ-излучения. Данный метод акти-
вации позволяет упростить технологическое 
оформление и снизить затраты на химические реа-
генты при производстве адсорбентов. Однако 
необходимо отметить энергоемкость данного ме-
тода. 

Дальнейшее изучение влияния СВЧ-активации 
на физико-химические свойства адсорбентов, в 
том числе адсорбционные и регенеративные, спо-
собно открыть новые сферы их применения и сни-
зить затраты при производстве. 
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Резюме: Роль металлов в промышленности крайне важна, их использование постоянно растет. 
Практически невозможно найти хотя бы одну промышленную область, которая обходилась бы без 
использования металлов и их сплавов. Но из-за снижения качества металла в процессе эксплуа-
тации возникает коррозия не только на его поверхности, но и под покрытием, что приводит к его 
разрушению. Чтобы избежать этого, необходимо применять ингибиторы коррозии. Широкое при-
менение в качестве ингибиторов коррозии получили органические соединения. В настоящее время 
разработано множество органических ингибиторов коррозии. В литературе описаны органиче-
ские соединения, в состав которых входят гетероатомы N, O, S и P, что снижает скорость кор-
розии. Органические соединения адсорбируются на поверхности металла, образуя тонкий слой. 
Адсорбция происходит либо за счет электростатического взаимодействия, либо, в некоторых 
случаях, за счет образования ковалентных связей. Целью работы являлось исследование изоти-
урониевых солей в качестве ингибиторов коррозии, оценка их защитных свойств методом поля-
ризационных кривых. Объектами исследований выступили изотиуронивые соединения, содержа-
щие два активных центра, разделенных насыщенными и ненасыщенными углеродными связями 
(структуры 1–3). В структурах 4–7 один изотиурониевый фрагмент имеет разные пропиленовые 
заместители. Ранее было показано, что эти соединения могут выступать как эффективные 
блескообразователи при нанесении никелевых покрытий. Для исследования ингибиторов коррозии 
приготавливали модельный раствор плотностью 1,12 г/см

3
. Концентрация ингибитора коррозии 

составляла 400 мг/л. Как показали исследования, соединения, имеющие два изотиуроневых фраг-
мента, не всегда показывают улучшение свойств для ингибирования разрушения металла в кор-
розионной среде. В частности, на образцах из стали марки Ст20 они показали ухудшение ингиби-
рующих свойств, на образцах из стали марки Ст3 эти соединения проявляют практически одина-
ковые свойства. 
 

Ключевые слова: коррозия, ингибитор, изотиуронивые соединения, поляризационные кривые, 
уравнение Батлера – Фольмера 
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Abstract: Metals play a pivotal role in industry; their use constantly grows. It is virtually impossible to find an 
industrial field without the use of metals and their alloys. However, owing to the quality degradation of metal 
during the operational process, corrosion appears not only on its surface but also under a coating, which 
leads to its destruction. To avoid this, corrosion inhibitors are necessary. Organic compounds have been 
widely used as corrosion inhibitors. Many organic corrosion inhibitors have been developed nowadays. In the 
literature, organic compounds comprising N, O, S and P heteroatoms are described, which reduce corrosion 
rate. The organic compounds are adsorbed on the metal surface, forming a thin layer. Adsorption occurs 
either through electrostatic interaction or, in some cases, the formation of covalent bonds. The work aimed to 
study isothiuronic salts as corrosion inhibitors to evaluate their protective properties using the polarisation 
curves method. Objects of research were isothiuronic compounds containing two active centres separated 
by saturated and unsaturated carbon bonds (structures 1–3). In structures 4–7, one isothiuronic fragment 
has different propylene substituting groups. It has been previously shown that these compounds can act as 
effective brightening agents when applying nickel coatings. A model solution with a density of 1.12 g/cm

3 
was 

prepared to study the corrosion inhibitors. The corrosion inhibitor concentration was 400 mg/L. Studies have 
shown that the compounds with two isothiuronic moieties do not always exhibit improved properties for inhib-
iting metal degradation in a corrosive environment. In particular, they showed worsening of the inhibiting 
properties for samples made of steel 20 and identical properties for that made of steel 3. 
 

Keywords: corrosion, inhibitor, isothiuronic compounds, polarisation curves, Butler – Volmer equation 
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ВВЕДЕНИЕ 
Хорошо известно, что коррозия – это само-

произвольное разрушение металла под дей-
ствием различных факторов окружающей среды 
(влажность, температура, наличие вредных при-
месей и др.). Усиление агрессивности среды 
ввиду увеличения вредных выбросов в атмо-
сферу, сточные воды и пр. приводит к ускорению 
процессов коррозии, снижению механической 
прочности изделий и оборудования. Преждевре-
менное ржавление металлоконструкций – это 
потенциальная возможность возникновения ава-
рий, наносящих огромный экономический ущерб. 
Поэтому защите металлов от коррозии в послед-
ние годы уделяется все больше внимания. 

Эффективным методом подавления корро-
зии металлов является добавление ингибиторов 
коррозии в коррозионную среду. В настоящее 
время разработано множество органических ин-
гибиторов коррозии [1], которые содержат функ-
циональные группы с гетероатомами, такими как 
сера, азот, фосфор, кислород и др. [2]. Считает-
ся, что гетероатом, присутствующий в органиче-
ском соединении, выступает в качестве фраг-
мента, взаимодействующего с активным адсорб-
ционным центром на поверхности металла, в 
результате чего соединение ведет себя как иде-
альный ингибитор [3]. Азотсодержащие органи-
ческие соединения являются лучшими ингибито-
рами коррозии в агрессивной соляной кислоте, 
тогда как серосодержащие соединения ведут 

себя как хорошие ингибиторы в серной кислоте. 
Соединения, содержащие серу и азот, действуют 
как отличные ингибиторы коррозии для обеих сред 
[4]. Тиомочевина (диамидтиоугольной кислоты) и 
ее производные, содержащие одновременно два 
атома азота и один атом серы, демонстрируют 
лучшие ингибирующие свойства, чем чисто амин-
ные ингибиторы в кислой среде [5–7]. 

Большое количество работ посвящено изу-
чению тиомочевины и ее производных, содер-
жащих полярные функциональные группы [8–10]. 
Ингибирующее поведение этих соединений обу-
словлено адсорбцией молекул ингибитора на 
металлической поверхности за счет координаци-
онных связей между атомами серы, азота и по-
верхностными атомами металла, сила связи ко-
торых зависит от электронной плотности и поля-
ризации функциональных групп [11, 12]. Эти по-
лярные фрагменты выступают как активные ре-
акционные центры адсорбции. Было обнаружено, 
что присутствие атома серы может вызвать боль-
шую адсорбцию органического соединения, по-
скольку атом серы легко протонируется в кислой 
среде, тем самым являясь лучшим центром ад-
сорбции, чем атом азота или атом кислорода [2]. 

Недавно синтезированные изотиурониевые 
соли, содержащие в качестве заместителя 
фрагменты с двойной связью [13], представляют 
в этой связи значительный интерес. Введение в 
молекулу ингибитора двух изотиурониевых 
фрагментов повышает концентрацию гетероато-

https://doi.org/10.21285/2227-2925-2021-11-2-326-332
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мов в одном объекте и, возможно, будет усили-
вать защитные свойства смолы. 

Целью работы являлось исследование изо-
тиурониевых солей в качестве ингибиторов кор-
розии и оценка их защитных свойств методом 
поляризационных кривых. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ  
Измерения и обработку результатов прово-

дили на приборе PGSTAT302N (Metrohm Autolab) 
в программе NOVA 1.8, которая позволяет вы-
полнить расчеты и построить эквивалентные 
схемы. Измерение коррозии проводили в под-
программе измерения линейной поляризации в 
диапазоне потенциалов от -0,1 до 0,1 В, токов – 
от 100 до 1 мA в 3-электродной электрохимиче-
ской ячейке. Рабочий электрод представлял собой 
металлический стержень с отполированной по-
верхностью и площадью поперечного сечения 
0,75 см

2
. Вспомогательным электродом служила 

платиновая пластина, а в качестве электрода 
сравнения был использован хлоридсеребряный 
электрод. Все измерения проводились при посто-
янном подержании температуры в ячейке 25 ºС. 

Для исследования ингибиторов коррозии мо-
дельный раствор плотностью 1,12 г/см

3
 приго-

тавливали по ГОСТ 9.506-87. Состав раствора, 
г/л: кальций хлористый 6-водный – 34, магний 
хлористый 6-водный – 17, натрий хлористый – 
163, кальций сернокислый водный – 0,14. Кон-
центрация ингибитора коррозии составляла 
400 мг/л [14]. 
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Рис. 1. Структурные формулы ингибиторов 1–7 
 

Fig. 1. Structural formulas of inhibitors1–7 

 
Объектами исследований выступили изоти-

уронивые соли (1–7), содержащие два активных 
центра (1–3), разделенных насыщенными и не-

насыщенными углеродными связями. В структу-
рах соединений 4–7 один изотиурониевый фраг-
мент имеет разные пропиленовые заместители 
(см. рис. 1). Ранее было показано, что при нане-
сении медных и никелевых покрытий соединения 
4–7 могут выступать как эффективные блеско-
образователи [15, 16]. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Анализ наклона кривой Тафеля, осуществля-

емый методом поляризационных кривых, обес-
печивает оценку поляризационного сопротивле-
ния и плотности тока обмена [17–20]. Точное 
определение этих параметров может быть вы-
полнено путем преобразования уравнения Бат-
лера – Фольмера для диапазона высоких поля-
ризаций к набору экспериментальных данных с 
учетом того, что ток коррозии связан с поляриза-
ционным сопротивлением и наклонами Тафеля: 
 

1 1 1
2,303p

korr a k

R ,
i b b

 
   

 
                 (1) 

 

где Rp – поляризационное сопротивление; ba – анод-
ный коэффициент Тафеля; bk – катодный коэффици-
ент Тафеля. 

Выражение (1) можно использовать в соче-
тании с уравнением Батлера – Фольмера для 
нелинейного согласования данного равенства с 
набором данных.  

Для высоких катодных или анодных перена-
пряжений уравнение Батлера – Фольмера может 
быть сведено к следующим линейным выраже-
ниям:  
 

lg lgcorr corr aE E i b i ;                   (2) 
 

lg lgcorr corr kE E i b i ,                    (3) 
 

где icorr – плотность тока коррозии. 
Для исследованных соединений 1–7 на об-

разцах стали марок Ст20 и Ст3 были получены 
поляризационные кривые (рис. 2). Эксперимен-
тальные значения iкорр и Екорр приведены в таб-
лице. Защитная эффективность ингибиторов на 
разных сталях отличается друг от друга, напри-
мер, на стали Ст3 наибольшей эффективностью 
обладает ингибитор 1, а на стали Ст20 – ингиби-
тор 2. Наклоны Тафеля на анодных кривых близ-
ки для разных ингибиторов коррозии на сталях 
Ст3 и Ст20, следовательно, ионизация железа 
протекает по одному механизму: 
 

кон инг

кон

% 100  
i i

Z , ,
i


                            (4) 

 

где Z – защитный эффект сопротивления пере-

носа заряда анодной реакции; конi  – плотность 

тока коррозии контрольного образца; ингi  – плот-

ность тока коррозии с добавлением ингибитора. 
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Рис. 2. Поляризационные кривые ингибиторов (1–7) и фон (8) на стали марок Ст3 (а) и Ст20 (b) 
 

Fig. 2. Polarization curves of inhibitors (1–7) and background (8) on steel grades St3 (a) and St20 (b) 

 
Экспериментальные значения тока и потенциала коррозии для ингибиторов 1–7. Время выдержки – 1 ч 
 

Experimental values of current and corrosion potential for inhibitors 1–7. Exposuretime – 1 h 
 

Ингибитор E, В i10-5, A/м2 ba bk Z, % 

Сталь Ст3 

Контроль -0,484 3,50 0,075 0,157 – 
1 -0,400 0,63 0,023 0,032 82 
2 -0,420 1,91 0,039 0,042 46 
3 -0,415 1,70 0,033 0,070 51 
4 -0,420 2,47 0,032 0,046 29 
5 -0,442 2,45 0,033 0,036 30 
6 -0,465 3,11 0,045 0,098 11 
7 -0,415 3,16 0,034 0,068 10 

Сталь Ст20 

Контроль -0,489 1,58 0,038 0,063 – 
1 -0,431 2,42 0,046 0,081 с* 
2 -0,423 0,17 0,036 0,012 89 

3 -0,432 2,82 0,042 0,082 с 
4 -0,454 1,21 0,036 0,157 24 
5 -0,482 0,85 0,039 0,062 46 
6 -0,471 0,76 0,038 0,042 52 
7 -0,464 0,38 0,049 0,046 76 

*с – стимулирование коррозии. 

 
Наибольший защитный эффект ингибиторов 

коррозии проявляется на стали Ст3, на стали 
Ст20 ингибиторы 1 и 3 являются стимуляторами 
коррозионных процессов.  

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Исследование изотиурониевых солей в каче-

стве ингибиторов коррозии показало, что от-
дельные представители этих солей обладают 
защитными свойствами (см. таблицу).  

Определено, что все исследованные соеди-
нения относятся к классу ингибиторов поверх-
ностно-активного типа, так как тормозят процесс 
коррозии за счет адсорбции. Благодаря способ-
ности блокировать наиболее активные центры 

корродирующего металла их можно отнести к 
ингибиторам блокировочного типа. А по призна-
кам смещения поляризационных кривых их мож-
но отнести к ингибиторам анодного типа. 

Как показали исследования, ингибиторы кор-
розии, имеющие два изотиуроневых фрагмента, 
не всегда показывают улучшение свойств для 
ингибирования металла в коррозионной среде. В 
частности, на образцах стали Ст20 некоторые из 
них показали ухудшение ингибирующих свойств. 
На стали Ст3 эти соединения проявляют практи-
чески одинаковые свойства (см. таблицу). Раз-
личия в поведении ингибиторов связаны с их 
различным составом. 
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