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Резюме: Металлургическая отрасль является одним из краеугольных камней, лежащих в фунда-
менте современной химической науки и промышленности, и интенсивно развивается во многих 
странах. Широкое внедрение экстракционных методов извлечения, концентрирования и разделе-
ния металлов как наиболее продуктивных влечет за собой необходимость поиска и создания но-
вых эффективных экстрагентов металлов. Среди соединений, пригодных для использования в ка-
честве экстрагентов, наибольшее распространение получили органические фосфиты и фосфа-
ты, которые позволяют проводить экстракционные процессы с хорошей избирательностью и 
эффективностью. Цель данного исследования – отработка оптимальных условий синтеза и 
наработка укрупненных партий 4,5-диметил-2-(2,2,2-трифторэтокси)-1,3,2-диоксафосфолана и 
5,5-диметил-2-(2,2,3,3,4,4,5,5-октафторпентокси)-1,3,2-диоксафосфоринана, изучение экстракци-
онных свойств полученных фосфорсодержащих гетероциклических соединений при выделении 
урана из товарного десорбата. Синтез новых представителей указанных полифторалкилирован-
ных пяти- и шестичленных гетероциклических соединений фосфора реализован взаимодействием 
2-хлор-1,3,2-диоксафосфолана с трифторэтанолом и реакцией замещения-циклизации полифто-
ралкилированного дихлорфосфита с 2,2-диметил-1,3-пропандиолом. Реакции легко протекают в 
системах триэтиламин–гексан или пиридин–диэтиловый эфир при температуре от минус деся-
ти до комнатной, выход целевых гетероциклов составляет 53–57%. Изучены экстракционные 
свойства синтезированных полифторалкилированных диоксафосфолана и диоксафосфоринана и 
показано, что применение указанных фосфорсодержащих гетероциклических соединений в каче-
стве экстрагентов позволяет извлекать технически ценного металла до 12,4 и 15,2% соответ-
ственно. В качестве исходного сырья в процессе экстракции использовали азотнокислые и серно-
кислые растворы товарного десорбата гидрометаллургического производства Казахстана. 
 

Ключевые слова: 2-полифторалкокси-1,3,2-диоксафосфоланы, 2-полифтор-алкокси-1,3,2-диокса-
фосфоринаны, тяжелые металлы, экстрагенты, экстракция 
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Abstract: The metallurgical industry is one of the cornerstones of contemporary chemical science and indus-
try and it is developing rapidly in many countries. The widespread introduction of metal extraction, concentra-
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tion and separation as the most productive methods entails the need to search for and create new effective 
metal extractants. Among the compounds, suitable for use as extractants, the most widespread are organic 
phosphites and phosphates, which allow performing extraction processes with good selectivity and efficien-
cy. The purposes of this article include finalizing the optimal synthesis conditions and developing larger 
batches of 4,5-dimethyl-2-(2,2,2-trifluoroethoxy)-1,3,2-dioxaphospholane and 5,5-dimethyl-2-(2,2,3,3,4,4,5,5-
octafluoropentoxy)-1,3,2-dioxaphosphorinane, and study of the extraction properties of the obtained phos-
phorus-containing heterocyclic compounds in the separation of uranium from the commercial desorbate. The 
synthesis of new representatives of the indicated polyfluoroalkylated five- and six-membered heterocyclic 
phosphorus compounds was conducted using the interaction of 2-chloro-1,3,2-dioxaphospholane with trifluo-
roethanol and the substitution–cyclization reaction of polyfluoroalkylated dichlorophosphite with 2,2-dimethyl-
1,3-propanediol. Reactions easily proceed in triethylamine–hexane or pyridine–diethyl ether systems at tem-
peratures ranging between minus ten to room temperature, with the output of target heterocycles of 53–57%. 
The studies of extraction properties of synthesized poly-fluorinealkylated dioxaphospholane and dioxaphos-
phorinane show that the use of these phosphorus-containing heterocyclic compounds as extractants allows 
extracting a technically valuable metal up to 12.4 and 15.2%, respectively. Nitric and sulfuric acid solutions of 
commercial desorbate of hydrometallurgical production in Kazakhstan were used as feedstock in the extrac-
tion process. 
 

Keywords: 2-polyfluoroalkoxy-1,3,2-dioxaphospholans, 2-polyfluoro-alkoxy-1,3,2-dioxaphosphorinans, heavy metals, 
extractants, extraction 
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ВВЕДЕНИЕ 
Органические фосфиты и фосфаты позво-

ляют проводить экстракционные процессы с хо-
рошей избирательностью и эффективностью, 
благодаря чему нашли широкое применение в 
качестве комплексонов и экстрагентов при полу-
чении цветных металлов в гидрометаллургиче-
ских процессах [1–7]. Природа заместителей в 
эфирах фосфорной кислоты существенно влияет 
на экстракционную способность реагента [8–10]. 

Введение в молекулы фосфатов и фосфитов 
функциональных групп, например, полифторал-
кильных, способствует увеличению экстракцион-
ной активности, селективности, экстракционной 
емкости по целевому компоненту, совместимо-
сти с разбавителями, легкости регенерации, хи-
мической стойкости, негорючести этих экстра-
гентов. Наличие в молекуле экстрагентов поли-
фторалкильных групп способствует повышению 
их негорючести [11–17], а также меняет их гид-
рофильно-гидрофобный баланс (повышает ли-
пофильность и гидрофобность) [18], что способ-
ствует увеличению экстракционной активности 
за счет лучшей растворимости в углеводородных 
разбавителях [19]. 

Естественно предположить, что содержание 
в молекуле экстрагентов одновременно фосфат-
ных и полифторалкильных групп усилит экстрак-
ционные свойства таких полифункциональных 

соединений и откроет удобный подход к созда-
нию инновационных материалов. 

Цель настоящего исследования – разработка 
оптимальных условий синтеза 4,5-диметил-2-
(2,2,2-трифторэтокси)-1,3,2-диоксафосфолана и 
5,5-диметил-2-(2,2,3,3,4,4,5,5-октафторпентокси)-
1,3,2-диоксафосфоринана, изучение возможно-
сти использования синтезированных цикличе-
ских фосфитов в качестве экстрагентов при вы-
делении урана из товарного десорбата ураново-
го производства. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Материалы. Фосфор треххлористый (99%, 

Sigma-Aldrich); 2,2,2-трифторэтанол (более 99%, 
Sigma-Aldrich); диэтиловый эфир (более 99,8%, 
Sigma-Aldrich); 1,3-пропандиол (99%, Alfa); гек-
сан, х.ч., ТУ 2631-158-44493179-13; триэтиламин 
(более 99%, Sigma-Aldrich); пиридин (более 
99,5%, AppliChem). 

Исходный 2-хлор-4,5-диметил-1,3,2-диокса-
фосфолан получен на основе реакции 2,3-бу-
тандиола с трихлоридом фосфора в присутствии 
N,N-диметил-анилина [20]; исходный 2,2,3,3,4,4,5,5-
октафторпентилдихлорфосфит синтезирован 
взаимодействием 2,2,3,3,4,4,5,5-октафторпен-
танола с трихлоридом фосфора в присутствии 
каталитических количеств триэтиламина по из-
вестной методике [21]. 
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Методы. Спектры ЯМР 
1
Н, 

13
C, 

19
F, 

31
Р полу-

чены на спектрометрах Bruker DPX 400 и Bruker 
AV-400 (400,13; 101,61; 376,50 и 161,98 MГц со-
ответственно) в растворе CDCl3, внутренний 
стандарт – ГМДС (

1
Н, 

13
C), CFCl3 (

19
F), внешний 

стандарт – 85%-ая H3PO4 (
31

P). Для отнесения 
сигналов в спектрах ЯМР 

1
Н, 

13
C использованы 

двумерные гомо- и гетероядерные методы спек-
троскопии ЯМР: COSY, HSQC, HMBC. ИК-
спектры записаны на спектрометре Bruker IFS 25 
в тонком слое. 

Методика синтеза 4,5-диметил-2-(2,2,2-три-
фторэтокси)-1,3,2-диоксафосфолана (3). К раство-
ру 20,41 г (0,204 моль) 2,2,2-трифторэтанола (2) 
и 24,68 г (0,244 моль) триэтиламина в 240 мл 
абсолютного гексана добавляли по каплям при 
перемешивании раствор 31,52 г (0,204 моль)  
4,5-диметил-2-хлор-1,3,2-диоксафосфолана (1) в 
30 мл гексана в течение 2 ч при температуре от 
-10 до -3 ºС, при этом наблюдали образование 
белого осадка гидрохлорида триэтиламмония. 
Охлаждение убирали, реакционную смесь пере-
мешивали при комнатной температуре еще в 
течение 3 ч, оставляли на 15 ч. Осадок отфиль-
тровывали и промывали гексаном (3х20 мл). 
Растворитель из фильтрата отгоняли при пони-
женном давлении, остаток перегоняли в вакууме. 
Выход синтезированного 4,5-диметил-2-(2,2,2-
трифторэтокси)-1,3,2-диоксафосфолана (3) со-
ставил 25,40 г (57%). Это бесцветная жидкость 
чистотой 95% (данные ЯМР 

1
H и 

31
P), темпера-

тура кипения – 57–59 ºC (10 мм рт. ст.), суще-
ствует в виде трех стереоизомеров в соотноше-
нии 6,5 : 1,5 : 1 (согласно 

1
H и 

31
P ЯМР). 

Спектр ЯМР 
1
H, , м.д. для R,R(S,S)-изомера: 

1,36 д (3H, CH3, 
3
JHH 6.0 Гц), 1,42 д (3H, CH3, 

3
JHH 

6,0 Гц), 3,78–3,86 м (2H, CH), 4,09 м (2H, CH2); для 
R,S-цис-изомера: 1,36 д (6H, 2CH3, 

3
JHH 6,0 Гц), 

4,09 м (2H, CH2), 4,48 м (2H, 2CH); для R,S-транс-
изомера: 1,22 д (6H, 2CH3, 

3
JHH 6,0 Гц), 4,09 м (2H, 

CH2); 4,58 м (2H, 2CH). Спектр ЯМР 
19

F, F, м.д.: 
для R,R(S,S)-изомера – 75,20 т (CF3, 

3
JHF 8,2 Гц); 

для R,S-транс-изомера – 75,34 т (CF3, 
3
JHF 8,2 Гц); 

для R,S-цис-изомера – 75,21 т (CF3, 
3
JHF 8,2 Гц). 

Спектр ЯМР 
31

P, P, м.д.: для R,S-транс-изомера – 
139,6; для R,R(S,S)-изомера – 144,1; для R,S-цис-
изомера –149,4. 

Методика синтеза 5,5-диметил-2-(2,2,3,3,4,4,5,5-
октафторпентокси)-1,3,2-диоксафосфоринана (6). К 
раствору 33,40 г (0,100 моль) 2,2,3,3,4,4,5,5-окта-
фторпентилдихлорфосфита (4) в 230 мл диэти-
лового эфира добавляли по каплям при переме-
шивании раствор 10,42 г (0,100 моль) 2,2-диме-
тил-1,3-пропандиола (5) и 15,80 г (0,200 моль) 
пиридина в 190 мл диэтилового эфира в течение 
2 ч при температуре от -10 до -5 ºС, при этом 
наблюдали образование белого осадка гидро-
хлорида пиридина. Охлаждение убирали, реак-
ционную смесь перемешивали при комнатной 
температуре еще в течение 3 ч, оставляли на 

15 ч. Осадок отфильтровывали и промывали ди-
этиловым эфиром (3х20 мл). Растворитель из 
фильтрата отгоняли при пониженном давлении, 
остаток перегоняли в вакууме. Получили 9,70 г 
(53%) 5,5-диметил-2-(2,2,3,3,4,4,5,5-октафторпенти-
локси)-1,3,2-диоксафосфоринана (6) – прозрач-
ная жидкость, температура кипения – 82 ºC 
(1 мм рт. ст.), d4

20
 – 1,4467, nD

20
 – 1,3839. Спек-

тральные характеристики идентичны характери-
стикам синтезированного ранее диоксафосфо-
ринана [18]: ИК-спектр, ν, cм

-1
: 2965 с, 2939 с, 

2912 ср, 2889 с, 1722 сл, 1674 сл, 1632 сл, 1475 
с, 1464 с, 1399 с, 1372 ср, 1331 ср, 1309 с, 1303 с, 
1290 с, 1246 с, 1224 с, 1173 с, 1133 с, 1098 с, 
1052 с, 1009 с, 964 с, 944 с, 910 с, 902 с, 867 сл, 
809 с, 793 с, 784 с, 754 с, 704 с, 689 с, 674 ср,  
624 с, 608 ср, 573 ср, 563 ср, 546 ср, 538 ср,  
522 сл, 506 сл, 461 ср, 415 ср, 383 ср. Спектр 

ЯМР 
1
H, , м.д.: 0,75 с (3H, Me), 1,25 с (3H, Me), 

3,37 т (2Hе, 2CH2-4(6), 
2
JHH 10,8, 

3
JHP 10,8 Гц), 

4,13 уш. д (2Hа, 2CH2-4(6), 
2
JHH 10,8 Гц), 4,24 т. д 

(2H, CH2CF2, 
3
JHF 13.9, 

3
JHP 7,3 Гц), 6,06 т. т (1H, 

CHF2, 
2
JHF 52,1, 

3
JHF 5,5 Гц). Спектр ЯМР 

13
С, С, 

м.д.: 22,2 (CH3), 22,5 (CH3), 32,6 д (C
5
, 

3
JCP 4,4 Гц), 

60,0 т. д (CH2CF2, 
2
JCF 26,4, 

2
JCP 21,6 Гц), 69,3 (C

4,6
), 

107,7 т. т (HCF2, 
1
JCF 254,3, 

2
JCF 31,0 Гц), 110,1 т. 

т (HCF2CF2, 
1
JCF 265,2, 

2
JCF 31,0 Гц), 111,0 т. т 

(CF2CF2CH2, 
1
JCF 265,6, 

2
JCF 30,4 Гц), 115,1 т. т. д 

(CF2CH2, 
1
JCF 256,4, 

2
JCF 30.6, 

3
JCP 6,3 Гц). Спектр 

ЯМР 
19

F, F, м.д.: -137,4 д. м (CHF2, 
2
JFH 52,1 Гц), 

-130,4 м (CF2CHF2), -125,4 м (CF2CF2CHF2), -

120,6 м (CH2CF2). Спектр ЯМР 
31

P, P, м.д.: 123,6 т 
(
4
JPF 5,7 Гц). Найдено, %: C – 33,21; H – 3,72;  

F – 42,02; P – 8,62. C10H13F8O3P. Вычислено, %:  
C – 32,98; H – 3,60; F – 41,74; P – 8,51.  

Процесс экстракции. Укрупненные партии 
синтезированных 4,5-диметил-2-(2,2,2-трифтор-
этокси)-1,3,2-диоксафосфолана (3) и 5,5-диме-
тил-2-(2,2,3,3,4,4,5,5-октафторпентокси)-1,3,2-диокса-
фосфоринана (6) были успешно протестированы 
в процессе экстракции урана в условиях завод-
ской лаборатории. В качестве исходного сырья 
использовали сернокислый раствор товарного 
десорбата уранового производства с концентрацией 
урана 15,00 г/дм

3
 (концентрация серной кислоты в 

товарном десорбате – 26,95 г/дм
3
), а также 

азотнокислый раствор товарного десорбата с 
концентрацией урана 15,00 г/дм

3
 (концентрация 

азотной кислоты в товарном десорбате – 
52,50 г/дм

3
). Содержание в приготовленном раство-

ре из ЗОУ (закись-окись урана), г/дм
3
: U – 10,30; 

HNО3 – 56,40. Содержание в урансодержащем 
растворе, приготовленном из ХКПУ (химический 
концентрат природного урана), г/дм

3
: U – 10,60; 

H2SO4 – 25,70. В качестве экстрагентов 
использовали синтезированные 4,5-диметил-2-
(2,2,2-трифтор-этокси)-1,3,2-диоксафосфолан  и  5, 
5-диметил-2-(2,2,3,3,4,4,5,5-октафторпентокси)-1,3, 
2-диоксафосфоринан. 

Концентрацию урана определяли по стандартной 
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методике для водных растворов и органической фазы 
– титрованием ванадатом аммония

1
. 

Экстракцию урана проводили путем едино-
временного контакта синтезированных экстра-
гентов и водных растворов сернокислого или 
азотнокислого товарного десорбата при посто-
янном перемешивании на магнитной мешалке. 
Температура в производственном помещении – 
24 ºС, время контакта – 20 мин. Соотношение 
соединений при изучении экстракционных 
свойств – О : В = 1 : 10.  

 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
Синтез экстрагентов. Реакция 4,5-диметил-2-

хлор-1,3,2-диоксафосфолана (1) с 2,2,2-трифторэта-
нолом (2) легко протекает в системе триэтиламин–
гексан (от -10 до 22 ºC, 5 ч) и приводит к образованию 
4,5-диметил-2-(2,2,2-трифторэтокси)-1,3,2-диоксафос-
фолана (3) с выходом 57% (рис. 1).  

Согласно данным ЯМР (
1
Н, 

13
C, 

31
Р), синте-

зированный фосфолан (3) существует в виде 
трех изомеров: основной А – энантиомерная па-
ра RR(SS), имеет транс-расположение метиль-
ных групп в фосфолановом цикле, два других 
(мезоформы B и С) – цис-расположение метиль-
ных групп (рис. 2). В одной мезоформе (средний 
по содержанию в смеси изомер B, RS-цис) ме-
тильные заместители находятся в цис-, а в дру-
гой (минорный продукт C, RS-транс) в транс-
положении по отношению к фторалкоксильной 
группе при атоме фосфора. Соотношение этих 
трех изомеров составляет 6,5 : 1,5 : 1. 

Значительно большее содержание изомера 
A в смеси объясняется, возможно, большей тер-

модинамической стабильностью изомера с 
транс-ориентацией метильных заместителей в 
положениях 4 и 5 диоксафосфоланового кольца. 
Отнесение изомеров проведено на основании 
различий в ЯМР 

1
Н, 

13
С, 

31
Р-спектроскопических 

параметрах [22, 23]. 
Особенностью синтезированного соединения 

является то, что в монометильных производных 
химический сдвиг 

31
P в транс-изомерах нахо-

дится в более сильном поле по сравнению с цис-
изомерами (на 3-4 м.д.). При этом химические 
сдвиги 

31
P в RS-транс-изомерах находятся в силь-

ном поле (136–139 м. д.), тогда как RR(S,S)-изомер 
и RS-цис-изомеррезонируют в областях 140–144 м.д. 
и 148–150 м.д. соответственно; протоны метиль-
ных групп в транс-положении к заместителю на 
фосфоре резонируют на 0,1 м.д. в более силь-
ном поле относительно протонов метильных 
групп в цис-положении. Химические сдвиги ме-
тиновых протонов кольца в транс-изомере 
находятся в более слабом поле – на 0,3–0,4 м.д. 
Вицинальная КССВ фосфора (3–6 Гц) с углеро-
дом метильной группы в транс-положении к 
фторалкоксильному заместителю больше, чем с 
углеродом метильной группы в цис-положении 
(~1 Гц). 

Взаимодействием 2,2,3,3,4,4,5,5-октафтор-
пентилдихлорфосфита (4) и 2,2-диметил-1,3-про-
пандиола (5) был синтезирован 5,5-диметил-2-
(2,2,3,3,4,4,5,5-октафторпентокси)-1,3,2-диоксафос-
форинан (6). Реакция замещения-циклизации 
протекает в мягких условиях (система Py/Et2O, -
10–22 ºC, 5 ч), выход диоксафосфоринана (6) – 
53% (рис. 3). 

 

 
 

Рис. 1. Образование 4,5-диметил-2-(2,2,2-трифторэтокси)-1,3,2-диоксафосфолана (3) 
 

Fig. 1. Formation of 4,5-dimethyl-2- (2,2,2-trifluoroethoxy) -1,3,2-dioxaphospholane (3) 

 

 
 

Рис. 2. Структура 4,5-диметил-2-хлор-1,3,2-диоксафосфолана 
 

Fig. 2. Structure of 4,5-dimethyl-2-chloro-1,3,2-dioxaphospholane  
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Рис. 3. Синтез 5,5-диметил-2-(2,2,3,3,4,4,5,5-октафторпентокси)-1,3,2-диоксафосфоринан 6 
 

Fig. 3. Synthesis of 5,5-dimethyl-2- (2,2,3,3,4,4,5,5-octafluoropentoxy) -1,3,2-dioxaphosphorinane 6 
 

Согласно данным ЯМР (
1
Н, 

13
C, 

31
Р), фосфо-

ринан (6) существует в виде двух изомеров – с 
цис- и транс-расположением алкоксильного за-
местителя при атоме фосфора и метильной 
группы в кольце, с преобладающим содержани-
ем цис-изомера. Отнесение изомеров проведено 
на основании различий в их ЯМР-спектрах 
[24, 25]. Обнаружено, что химические сдвиги 

31
P 

транс-изомеров (аксиальная ориентация заме-
стителя у фосфора) находятся в более сильном 
поле по сравнению с цис-изомерами (на 4 м.д.), 
вицинальная 

3
JP-C(5) в цис-изомерах значительно 

больше (12–16 Гц) по сравнению с 
3
JP-C(5) в 

транс-изомерах (5 Гц) [24, 25].  
Тестирование экстракционных свойств  

4,5-диметил-2-(2,2,2-трифторэтокси)-1,3,2-
диоксафосфолана (3). При смешивании фосфо-
лана (3) и азотнокислого раствора урансодержа-
щего товарного десорбата образовалось две фа-
зы: органическая и водная. При этом органическая 
фаза изменила свою окраску с бесцветной на жел-
тую, экстрагент (3) растворился на 95%. 

При проведении экстракции на сернокислом 

растворе фосфолан (3) растворился более чем 
на 55%. Содержание урана в процессе извлече-
ния из азотнокислого раствора в маточнике экс-
тракции – 9,32 г/дм

3
, а в органической фазе – 

25,80 г/дм
3
,
 
извлечение урана составило 1,42%. 

Содержание урана при извлечении из сернокис-
лого раствора в маточнике экстракции – 
8,80 г/дм

3
, а в органической фазе – 29,50 г/дм

3
, 

извлечение урана составило 12,36% (табл. 1). 
Тестирование экстракционных свойств  

5,5-диметил-2-(2,2,3,3,4,4,5,5-октафторпентокси)-
1,3,2-диоксафосфоринана (6). При взаимодей-
ствии фосфоринана (6) с урансодержащим азот-
нокислым раствором получены две фазы с со-
держанием урана, г/дм

3
: в маточнике экстракции 

– 8,91; в органической фазе – 21,10; извлечение 
урана составило 15,22%. Органическая фаза 
изменила свою окраску с бесцветной на желтую, 
объем не изменился, исследуемый фосфоринан 
не растворился. Граница разделения фаз чет-
кая, ярко выраженная, образования эмульсии 
(так называемой бороды) – третьей фазы, не 
наблюдалось (табл. 2).  

 

Таблица 1. Результаты экстракции урана из азотнокислых и сернокислых урансодержащих растворов  

4,5-диметил-2-(2,2,2-трифторэтокси)-1,3,2-диоксафосфоланом 
 

Table 1. Results of uranium extraction from uranium nitric and sulfuric solutions with  

4,5-dimethyl-2-(2,2,2-trifluoroethoxy)-1,3,2-dioxaphospholane 
 

Маточник экстракции 
Органическая фаза  

раствора Извлечение урана 
из раствора, % 

Раствор 
Концентрация  
раствора, г/дм3 

U, г/дм3 V, см3 U, г/дм3 V, см3 

HNO3 56,30 9,32 41,40 25,80 ≈0,21 1,42 
H2SO4 25,90 8,80 38,00 29,50 1,6 12,36 

 

Таблица 2. Результаты экстракции урана из азотнокислых и сернокислых урансодержащих растворов  

5,5-диметил-2-(2,2,3,3,4,4,5,5-октафторпентокси)-1,3,2-диоксафосфоринаном  
 

Table 2. Results of uranium extraction from uranium nitric and sulfuric solutions  

with 5,5-dimethyl-2- (2,2,3,3,4,4,5,5-octafluoropentoxy)-1,3,2-dioxaphosphorine 
 

Маточник экстракции 
Органическая фаза  

раствора Извлечение урана 
из раствора, % 

Раствор 
Концентрация  
раствора, г/дм3 

U, г/дм3 V, см3 U, г/дм3 V, см3 

HNO3 55,80 8,91 24,50 21,10 ≈2,3 15,22 
H2SO4 25,40 9,20 24,00 17,31 1,3 9,43 

 

   

1
СТ НАК 04-2007. Метод определения урана в техно-логических растворах: стандарт АО «НАК «Ка-

затомпром»; утв. и введен в действие приказом Президента АО «НАК «Казатомпром» № 112 от 
13.06.2007 г. Алматы, 2007. 8 с. 
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В процессе экстракции урана фосфоринаном 
(6) на сернокислом растворе произошло рассло-
ение фаз на органическую и водную. Тестируе-
мый фосфоринан растворился на 43%. Содер-
жание урана в маточнике экстракции – 9,20 г/м

3
, 

в органической фазе – 17,31 г/дм
3
 (см. табл. 2), 

извлечение урана составило 9,43%. 
Результаты исследования показали, что из 

двух синтезированных фосфорсодержащих ге-
тероциклических соединений более выраженные 
экстракционные свойства показал 5,5-диметил- 
2-(2,2,3,3,4,4,5,5-октафторпентокси)-1,3,2-дио-
ксафосфоринан. Данный экстрагент не раство-
ряется в азотнокислых растворах, способен экс-
трагировать уран как из азотнокислых, так из 
сернокислых урансодержащих растворов товар-
ного десорбата. Перспективным в качестве ново-
го экстрагента тяжелых металлов представляет-
ся 4,5-диметил-2-(2,2,2-трифторэтокси)-1,3,2-ди-
оксафосфолан. В ходе исследований синтезиро-
ванный диоксафосфолан проявил экстракцион-
ные свойства по отношению к урану, но раство-
рение этого соединения в кислых урансодержа-

щих растворах значительно снижает степень 
извлечения урана. Дальнейшее исследование по 
подбору оптимальных условий проведения экс-
тракционного процесса, органического разбави-
теля, а также соотношения реагентов позволит 
повысить эффективность использования данных 
соединений в процессе экстракции урана. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Взаимодействием 2-хлор-4,5-диметил-1,3,2-

диоксафосфолана с трифторэтанолом, а также 
реакцией замещения-циклизации 2,2,3,3,4,4,5,5-
октафторпентилдихлорфосфита с 2,2-диметил-
1,3-пропандиолом в мягких условиях и c хоро-
шим выходом синтезированы 4,5-диметил-2-
(2,2,2-трифторэтокси)-1,3,2-диоксафосфолан и 
5,5-диметил-2-(2,2,3,3,4,4,5,5-октафторпентокси)-
1,3,2-диоксафосфоринан. Применение получен-
ных соединений в качестве экстрагентов в про-
цессе экстракции урана позволяет извлекать 
уран из технологических азотнокислых или сер-
нокислых урансодержащих растворов товарного 
десорбата до 12,4 и 15,2% соответственно. 
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Резюме: Использование недорогих материалов в качестве сорбентов повышает конкурентные 
преимущества удаления ионов тяжелых металлов, в том числе ионов никеля (II), из водных рас-
творов и сточных вод. К таковым материалам можно отнести активные угли – углеродные сор-
бенты. В качестве объекта исследования использовали окисленный углеродный сорбент АД-05-2 
и его исходный аналог. Окисление углеродного сорбента АД-05-2 осуществляли раствором азот-
ной кислоты и мочевины по известной методике. В результате окисления улучшены текстурные 
характеристики углеродного сорбента. Увеличен суммарный объем пор, в том числе и объем мик-
ропор, что положительно повлияло на сорбционные свойства полученного образца. В работе ис-
следована адсорбция ионов никеля (II) окисленным углеродным сорбентом АД-05-2 и его исходным 
аналогом. Для обоих образцов время установления адсорбционного равновесия в системе адсор-
бат–адсорбент составило 4 ч, рН = 9,6, интервал исследуемых температур – 298–338 К. Полу-
ченные экспериментальные данные по адсорбции ионов никеля (II) обработаны в пакете програм-
мы Statgraphics Plus. Изотермы адсорбции описаны регрессионными моделями параболического 
типа, которые охватывают 98,86–99,99% экспериментальных данных. Адсорбция ионов никеля (II) 
повышается с увеличением температуры, о чем свидетельствует рост значения первой произ-
водной dA/dCp, по-видимому, за счет роста скорости внешней диффузии. Особенно крутой подъем 
изотерм соответствует температуре 338 К, что свидетельствует о воздействии диффузии на 
процесс адсорбции. Даны оценки точности регрессионных моделей: среднеквадратическая σ и аб-
солютная Δ ошибки. По критерию Дарбина – Уотсона (DW) оценена автокорреляция опытных 
данных. Полученные модели регрессии могут быть использованы для расчета оптимальных па-
раметров процесса адсорбции ионов никеля (II) из водных растворов и технологических сред с 
применением окисленного углеродного сорбента АД-05-2 и его исходного аналога. 
 

Ключевые слова: ионы никеля (II), углеродный адсорбент АД-05-2, окисленный АД-05-2, регресси-
онные модели, адсорбция  
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Abstract: The use of inexpensive materials such as sorbents increases the competitive advantages of re-
moving heavy metal ions, including nickel (II) ions, from aqueous solutions and wastewater. Such materials 
include active carbons – carbon sorbents. The oxidized carbon sorbent AD-05-2 and its original analogue 
have been used as the object of this research. The oxidation of carbon sorbent AD-05-2 was conducted  
using a solution of nitric acid and urea following a conventional method. Oxidation resulted in improvement of 
the textural characteristics of the carbon sorbent. The total pore volume increased, including the volume of 
micropores, which had a positive effect on the sorption properties of the obtained sample. This article studies 
the adsorption of nickel (II) ions by the oxidized carbon sorbent AD-05-2 and its original analogue. For both 
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models, the total time of establishing adsorptive equilibrium in the system adsorbate–adsorbent was 4 hours, 
pH = 9,6, and the range of temperatures – 298–338 K. The obtained experimental data on the nickel (II) ion 
adsorption are processed in the software package Statgraphics Plus. Adsorption isotherms are described 
using parabolic regression models, which cover 98.86–99.99% of the experimental data. The adsorption of 
nickel (II) ions increases with temperature, as indicated  by a higher value of the first derivative dA/dCp, ap-
parently, due to accelerated external diffusion. A significant steep rise of the isotherms corresponds to the 
temperature of 338 K, which indicates the diffusion effect on the adsorption process. The estimates of the 
accuracy of regression models are provided by the mean square σ and absolute Δ errors. Autocorrelation of 
experimental data is estimated using Durbin – Watson (DW) test. The obtained regression models can be 
applied for calculating the optimum parameters of nickel (II) ions’ adsorption from aqueous solutions and 
process stream using the oxidized carbonic sorbent AD-05-2 and its original analog. 
 

Keywords: nickel (II) ions, carbon adsorbent AD-05-2, oxidized AD-05-2, regression models, adsorption 
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ВВЕДЕНИЕ 
Одной из важнейших задач современного 

производства является очистка промышленных 
сточных вод и техногенных образований от со-
единений тяжелых металлов. Известно, что ни-
кель относится к числу канцерогенных элемен-
тов [1]. При этом свободные ионы никеля (II) 
вдвое токсичнее его комплексных соединений. 
Максимальное содержание ионов никеля (II) в 
отработанных растворах гальванического произ-
водства составляет 50 мг/дм

3
, в промывных во-

дах – от 2 до 5 мг/дм
3
 [2], в то время как согласно 

ГОСТ 4465-2016 их предельно допустимая кон-
центрация не должна превышать 0,01 мг/дм

3
. 

Для удаления ионов никеля (II) из водных рас-
творов в последнее время широко используют 
различные наноматериалы [3, 4], в том числе од-
нослойные (SWCNTs) и многослойные (MWCNTs) 
нанотрубки [5, 6], показавшие наибольшую сорб-
ционную емкость по отношению к ионам тяжелых 
металлов. Так, в работе [7] исследована сорбция 
ионов никеля (II) многослойными нанотрубками и 
гранулированным активированным углем (GAC).  

В статье [8] представлены экспериментальные 
данные по удалению ионов Cd(II), Ni(II), и Pb(II) с 
применением гидрофильных углеродных наноча-
стиц (HNPs), нанесенных на гранулы диоксида 
кремния. Исследуемые сорбенты показали высо-
кую эффективность удаления ионов Cd(II), Ni(II), и 
Pb(II) при нейтральном значении pH и низкой тем-
пературе (10 °С). Анализ изотерм адсорбции пока-
зал, что свободная энергия Гиббса взаимодей-
ствия между сорбентом и ионами Ni(II) и Pb(II) вы-
ше, чем у ионов Cd(II). Сорбенты демонстрируют 
заметную адсорбционную способность на грамм 
активной фазы, мг/г: 0,54 – для ионов Cd(II), 13,48 
– для ионов Ni(II), 8,87 – для ионов Pb(II). 

В работе [9] в качестве адсорбента для одно-
временного отделения ультра-следовых количеств 
кадмия, свинца, меди и никеля использован нано-
гель, состоящий из магнетита Fe3O4, диоксида 
кремния и поли-4-винилпиридина. Эффективность 
извлечения составила больше 98%. 

Для отделения и предварительного концентри-
рования следовых количеств ионов кадмия, меди, 
никеля и свинца из пищевых и сельскохозяйствен-
ных продуктов получен сорбент путем функциона-
лизации нанопористого кремнезема SBA-15 дити-
зоном [10]. Эффективность выделения указанных 
металлов превысила 97%. Адсорбционная емкость 
сорбента SBA-15 составила, мг/г: 189 – для кад-
мия; 102 – для меди; 91 – для никеля; 208 – для 
свинца. 

Для удаления ионов никеля (II) широко ис-
пользуются отходы различных производств. Так, 
авторы работы [11] для удаления никеля и хрома 
из водных растворов в качестве адсорбента ис-
пользовали сырой жмых (отходы сахарного про-
изводства) и летучую золу (отходы ТЭЦ). Сырой 
жмых перед применением обрабатывали 0,1 н 
NaOH, а затем 0,1 н CH3COOH. Эффективность 
данных сорбентов по удалению хрома и никеля 
составила от 56,2 до 96,2% и от 83,6 до 100% 
соответственно. 

В работе [12] в качестве сорбентов для уда-
ления никеля из водных растворов использовали 
кальцинированный фосфат, красный и освет-
ленный шлам (отходы сталелитейной промыш-
ленности). Адсорбционная емкость, рассчитан-
ная на основе изотермы Ленгмюра, и получен-
ные значения свободной энергии Гиббса показа-
ли, что кальцинированный фосфат обладает бо-
лее высокой емкостью и способностью к извле-
чению никеля по сравнению с другими сорбен-
тами. 

Использование недорогих материалов в ка-
честве сорбентов повышает конкурентные пре-
имущества удаления ионов тяжелых металлов 
из водных растворов и сточных вод. К таковым 
материалам можно отнести активные угли – уг-
леродные сорбенты.  

Целью настоящей работы явилось исследо-
вание и описание регрессионными моделями 
закономерностей адсорбции ионов никеля (II) 
углеродными сорбентами. 
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
В качестве объекта исследования использо-

вали углеродный сорбент АД-05-2. Для увеличе-
ния адсорбционной емкости исходного сорбента 
проведено его окисление раствором азотной 
кислоты и мочевины [13]. Окисленный уголь, по-
лученный окислением в присутствии мочевины, 
устойчив в щелочных растворах и не выделяет в 
жидкую фазу побочные продукты. Мочевина в 
процессе окисления или модифицирования вы-
ступает как буфер: она предохраняет угольную 
матрицу от разрушения, уничтожает выделяю-
щиеся в процессе окисления оксиды азота, тем 
самым затрудняет образование гуминовых со-
единений.  

Для окисления использовали просеянный от 
пыли и мелких частиц углеродный сорбент  
АД-05-2 с размером частиц от 2 до 0,5 мм. Сор-
бент предварительно подвергли стадии обеззо-
ливания раствором соляной кислоты в течение 
суток при умеренном перемешивании. Для уско-
рения выделения минеральных солей смесь по-
догрели до 65 ºС, далее образец промыли водой 
до pH = 4.  

Стадию окисления проводили в присутствии 
смеси азотной кислоты и мочевины при 80 ºС в 
течение 3-х ч при периодическом перемешива-
нии для предотвращения ее вспучивания от от-
ходящих газов и удаления газовых карманов в 
слое смеси угля и кислоты. После окисления 
уголь промывали водой до pH = 4 и высушивали 
до постоянной массы при температуре 105 ºС. 
Технические характеристики окисленного образ-
ца и его исходного аналога АД-05-2 приведены в 
табл. 1. 

Из представленных в табл. 1 данных видно, 
что в результате окисления улучшены текстур-
ные характеристики углеродного сорбента. Уве-
личен суммарный объем пор, в том числе и объ-
ем микропор, что положительно влияет на сорб-
ционные свойства полученного образца, в част-
ности, на сорбционную активность по йоду. 

Определение ионов никеля (II) осуществляли 
спектрофотометрическим методом с селективным 
реагентом диметилглиоксимом в присутствии йода 
[14, 15] на спектрофотометре ПЭ-5400В. 

Адсорбцию ионов никеля (II) проводили в 
статических условиях, используя метод неиз-
менных концентраций (исходная концентрация 
С0 = 200 мг/дм

3
) и переменных навесок 2; 1; 0,75; 

0,5 и 0,25 г. Объем адсорбата составлял 0,1 дм
3
.  

Величину адсорбции, А, ммоль/г, вычисляли 
по формуле: 

 

А = ((С0 – Ср.)/m)∙V                      (1) 
 

где С0 и Ср – исходная и равновесная концентра-
ции иона металла в растворе соответственно, 
ммоль/дм

3
; V – объем раствора, дм

3
; m – масса 

сорбента, г. 
Для каждого варианта исходных данных про-

водили 3–5 опытов, добиваясь воспроизводимо-
сти результатов с погрешностью не более 0,01. 
Точка на графиках – среднеарифметическое 
значение величины А. 

Оптимальное значение pH среды устанавли-
вали в диапазоне от 3 до 12 с помощью 0,2 М ам-
миачно-ацетатных буферных растворов. Выявле-
но, что сорбент АД-05-2 проявляет адсорбционную 
активность к ионам никеля (II) в слабо-щелочной и 
щелочной средах. Адсорбция резко возрастает при 
pH>9,5, что может быть связано с изменением 
свойств поверхности сорбентов и изменением со-
стояния сорбата в растворе. С увеличением pH и, 
следовательно, увеличением концентрации гид-
роскид-ионов происходит постепенное замещение 
молекул аммиака в координационной сфере нике-
ля на гидроксид-ионы с образованием смешанной 
координационной сферы [16]. 

Обработку полученных данных по адсорбции 
ионов никеля (II) осуществляли в пакете програм-
мы Statgraphics Plus. По наибольшему значению 
коэффициента детерминации, R

2
, %, определили 

вид регрессионной модели. Значение R
2 
выявляло, 

сколько процентов экспериментальных данных 
описывается найденным уравнением регрессии. 
Скорректированный коэффициент детерминации, 
R

2
с, %, использовали для оценки тесноты связи 

между независимой и зависимой переменными, а 
среднеквадратическую σ и абсолютную Δ ошибки – 
для оценки точности модели. По критерию Дарби-
на – Уотсона (DW) судили об отсутствии автокор-
реляции в опытных данных. 

 

Tаблица 1. Технические характеристики углеродных адсорбентов исходного и окисленного АД-05-2 
 

Table 1. Technical characteristics of original and oxidized AD-05-2 carbon adsorbents 

Параметр Сорбент 
АД-05-2 Окисленный АД-05-2 

Гранулометрический состав, %, при размере частиц, мм: 
   <0,5 ≤6 ≤6 
   0,5–2  ≥88 ≥88 
   >2  ≥6 ≥6 
Удельная поверхность, м2/г 550 580 
Механическая прочность, % 82 85 
Суммарный объем пор (по воде), см3/г 0,62 0,69 
Объем микропор, см3/г 0,24 0,26 
Объем мезопор, см3/г 0,12 0,14 
Сорбционная активность по йоду, % 84 89 
Насыпная плотность, г/дм3 550 550 
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Исследована адсорбция ионов никеля (II) 

окисленным сорбентом АД-05-2 и его исходным 
аналогом. Время установления адсорбционного 
равновесия в системе адсорбат–адсорбент со-
ставило 4 ч для обоих образцов. Полученные 
изотермы адсорбции в температурном интерва-
ле 298–338 К представлены на рис. 1. 

Как видно из представленных на рис. 1 гра-
фиков, величина адсорбции ионов никеля (II) 
окисленным углеродным сорбентом АД-05-2 вы-
ше, чем у исходного аналога и углеродного сор-
бента ИПИ-Т [17, 18]. Начальный участок изо-
терм более выпуклый (рис. 1, b), что подтвер-
ждает участие в адсорбции большего объема 
микропор. Для обоих образцов адсорбция ионов 
никеля (II) увеличивается с повышением темпе-
ратуры, очевидно, имеет место активированная 
адсорбция. 

Полученные результаты адсорбции ионов 

никеля (II) углеродными сорбентами обработаны 
с использованием пакета программы Statgraphics 
Plus. Получены регрессионные модели адсорб-
ции. На рис. 2 приведены изотермы адсорбции 
ионов никеля (II) углеродным сорбентом АД-05-2, 
адекватно описываемые параболами (2)–(4) в 
интервале температур 298–338 К. Время ад-
сорбции – 4 ч, pH = 9,6. Критерии адекватности 
даны в табл. 2. 

Как видно из представленных на рис. 2 дан-
ных, адсорбция ионов никеля (II) углеродным 
сорбентом АД-05-2 увеличивается с повышени-
ем температуры, о чем свидетельствует рост 
значения первой производной dA/dCp, по-
видимому, за счет увеличения скорости внешней 
диффузии. Особенно крутой подъем изотермы 
наблюдается при температуре 338 К, что свиде-
тельствует о воздействии диффузии на процесс 
адсорбции. 

 
Т = 298 К   А = 0,000053 + 0,059236∙Cp – 0,006397∙Cp

2
                                  (2) 

 
Т = 318 К   А = 0,002991 + 0,130722∙Cp – 0,002150∙Cp

2
                                  (3) 

 
Т = 338 К   А = 0,003997 + 0,195342∙Cp – 0,036772∙Cp

2
                                  (4) 

 
А, ммоль/г А, ммоль/г 

  
Ср, ммоль/дм3 Ср, ммоль/дм3 

  
a b 

 

Рис. 1. Изотермы адсорбции ионов никеля (II):  
a – сорбентом АД-05-2; b – окисленным сорбентом АД-05-2  

 

Fig. 1. Adsorption isotherm of nickel (II) ions:  
a – by the sorbent AD-05-2; b – by the oxidized sorbent AD-05-2 

 
 

А, ммоль/г 

 
Ср, ммоль/дм3 

А, ммоль/г 

 
Ср, ммоль/дм3 

А, ммоль/г 

 
Ср, ммоль/дм3 

   
a b с 

 

Рис. 2. Изотермы адсорбции ионов никеля (II) углеродным сорбентом АД-05-2 
при температуре, K: а – 298; b – 318; c –338 

 

Fig. 2. Adsorption isotherm of nickel (II) ions by carbon sorbent AD-05-2 
at temperature, K:  a – 298, b – 318, c – 338 
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Tаблица 2. Критерии адекватности регрессионных моделей 
 

Table 2. Criteria for the adequacy of regression models 
 

Номер модели R2,% R2
c, % DW σ ∆ 

(2) 99,99 99,99 2,30 0,0005 0,0003 
(3) 99,42 99,03 2,39 0,0075 0,0048 
(4) 99,59 99,03 2,21 0,0082 0,0052 
(5) 98,86 98,10 2,52 0,0102 0,0065 
(6) 98,19 96,99 2,38 0,0164 0,0098 
(7) 97,52 95,86 2,35 0,0222 0,0132 

 
Об адекватности найденных регрессий экс-

периментальным данным можно судить по зави-
симостям, представленным на рис. 3, отражаю-
щим результат сопоставления значений величи-
ны расчетной адсорбции Ар по моделям (2)–(4). 

Как видно из представленных на рис. 3 дан-
ных, получена удовлетворительная сходимость 
экспериментальных и расчетных значений, кри-
терий Дарбина – Уотсона (см. табл. 1) подтвер-
ждает отсутствие автокорреляции в опытных 

данных. Точность регрессионных моделей оце-
нена среднеквадратической σ и абсолютной Δ 
ошибками.  

Изотермы адсорбции А, ммоль/г, ионов нике-
ля (II) окисленным углеродным сорбентом АД-05-
2 представлены на рис. 4 в интервале темпера-
тур 298–338 К, адекватно описываемые парабо-
лами (5)–(7). Время адсорбции – 4 ч, pH = 9,6. 
Критерии адекватности см. в табл. 2. 

 

Т = 298 К   А = 0,006175 + 0,146372∙Cp – 0,029388∙Cp
2
                                  (5) 

 

Т = 318 К   А = 0,013751 + 0,168767∙Cp – 0,031820∙Cp
2
                                  (6) 

 

Т = 338 К   А = 0,02130 + 0,199186∙Cp – 0,038522∙Cp
2
                                    (7) 

 
Как видно из представленных на рис. 4 дан-

ных, адсорбция ионов никеля (II) окисленным 
углеродным сорбентом АД-05-2 так же, как и для 
исходного образца, растет с увеличением тем-

пературы. Особенно крутой подъем изотермы 
наблюдается при температуре 338 К, что свиде-
тельствует о воздействии диффузии на процесс 
адсорбции. 

 
Аэ, ммоль/г 

 
Ар, ммоль/г 

Аэ, ммоль/г 

 
Ар, ммоль/г 

Аэ, ммоль/г 

 
Ар, ммоль/г 

a b с 
 

Рис. 3. Сравнение экспериментальных данных адсорбции Аэ ионов никеля (II) 
углеродным сорбентом АД-05-2 с расчетными значениями Ар  по модели: 

(2) – при 298 К (а); (3) – при 318 К (b); (4) – при 338 К (с) 
 

Fig. 3. Comparison of experimental Ae adsorption data of nickel (II) 
ions by the carbon sorbent AD-05-2 with the calculated values of Ap according to the model: 

(2) – at 298 K (a); (3) – at 318 K (b); (4) – at 338 K (c) 

 
А, ммоль/г 

 
Ср, ммоль/дм3 

А, ммоль/г 

 
Ср, ммоль/дм3 

А, ммоль/г 

 
Ср, ммоль/дм3 

a b с 
 

Рис. 4. Изотермы адсорбции ионов никеля (II) окисленным углеродным сорбентом АД-05-2 
при температурах, K: а – 298; b – 318; c – 338 

 
Fig. 4. Adsorption isotherm of nickel (II) ions by oxidized carbon sorbent AD-05-2 

at temperatures, K: a – 298; b- 318; c - 338 
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Об адекватности найденных регрессий экс-
периментальным данным можно судить по зави-
симостям, представленным на рис. 5, отражаю-
щим результат сопоставления расчетных значе-
ний величины расчетной адсорбции Ар ионов 
никеля(II) окисленным углеродным сорбентом 
АД-05-2 по моделям (5)–(7). 

Показана удовлетворительная сходимость 
экспериментальных и расчетных значений, кри-
терий Дарбина – Уотсона (см. табл. 2) подтвер-
ждает отсутствие автокорреляции опытных дан-
ных. Полученные модели регрессии могут быть 
использованы для расчета оптимальных пара-
метров процесса адсорбции ионов никеля (II). 

 
Аэ, ммоль/г 

 
Ар, ммоль/г 

Аэ, ммоль/г 

 
Ар, ммоль/г 

Аэ, ммоль/г 

 
Ар, ммоль/г 

a b с 
Рис. 5. Сравнение экспериментальных данных адсорбции Аэ ионов никеля (II) окисленным углеродным  

сорбентом АД-05-2 с расчетными значениями Ар по модели: 
(5) – при 298 К (а); (6) – при 318 К (b); (7) – при 338 К (с) 

 
Fig. 5. Comparison of experimental Ae adsorption data of nickel (II) ions 

by the oxidized carbon sorbent AD-05-2 with the calculated values of Ap according to the model: 
(5) – at 298 K (a); (6) – at 318 K (b); (7) – at 338 K (c) 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Исследована адсорбция ионов никеля (II) 

окисленным углеродным сорбентом АД-05-2 и 
его исходным аналогом. Для обоих образцов 
время установления адсорбционного равновесия 
в системе адсорбат–адсорбент составило 4 ч, 
рН = 9,6, интервал исследуемых температур – 
298–338 К.  

Полученные экспериментальные данные по 

адсорбции ионов никеля (II) обработаны в пакете 
программы Statgraphics Plus. Изотермы адсорб-
ции описаны регрессионными моделями. Полу-
ченные модели регрессии могут быть использо-
ваны для расчета оптимальных параметров про-
цесса адсорбции ионов никеля (II) из водных 
растворов и технологических сред с применени-
ем окисленного углеродного сорбента АД-05-2 и 
его исходного аналога. 
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Фототрофы в альтернативной энергетике 
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Резюме: В представленном обзоре рассматривается роль фототрофов в альтернативной энер-
гетике, при этом основной упор сделан на одноклеточные водоросли. Особое внимание уделено 
применению фототрофов для генерации электроэнергии с использованием биотопливных эле-
ментов (обсуждаются растительные и ферментные биотопливные элементы). Главное место 
отведено микробным топливным элементам (МТЭ), которые наряду с электроэнергией позволя-
ют получать биотопливо и биоводород. Рассматриваются факторы, ограничивающие мощность 
МТЭ, а также пути их преодоления. Так, например, для снижения убыли мощности МТЭ из-за пере-
напряжения представляется перспективной разработка различных фотобиореакторов. Исполь-
зование микрофототрофов в МТЭ привело к разработке фотосинтетических МТЭ (или Фо-
тоМТЭ) посредством конструирования автотрофных фотобиореакторов с принудительным 
освещением. Они дают возможность генерировать кислород за счет фотосинтеза как in situ, так 
и ex situ, рециркулируя кислород из фотобиореактора в катодную камеру. Здесь могут быть ис-
пользованы искусственные редокс-медиаторы, переносящие электроны непосредственно с нека-
талитического катода на O2, образующийся в результате фотосинтезирующей активности во-
дорослей. Показано, что биологически катализируемые катоды генерируют меньшую мощность 
по сравнению с химическими катализаторами. Отмечено, что установки МТЭ с микроводорослями 
позволяют утилизировать широкий круг различных соединений – компонентов сточных вод и от-
ходов: органические кислоты, сахара, спирты, жиры и другие субстраты. Особый раздел пред-
ставляет использование фототрофов для производства биотоплива. Из микроводорослей можно 
получить несколько различных видов возобновляемого биотоплива, производство которого мо-
жет быть объединено с очисткой сточных вод, улавливанием CO2, производством различных со-
единений. 
 

Ключевые слова: фототрофы, микроводоросли, биоводород, биотопливные элементы, биотех-
нология, генерирование электрического тока  
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Phototrophs in alternative energy 
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Abstract: The role of phototrophs is examined in alternative energy, with the main emphasis on unicellular 
algae. Particular attention is paid to the use of phototrophs for generating electricity using biofuel cells (plant 
and enzymatic biofuel cells are discussed). This study focuses on microbial fuel cells (MFC), which, along 
with electric power, allow obtaining biofuels and biohydrogen. This article explains the factors limiting the 
MFC power, and ways of overcoming them. For example, it seems promising to develop various photobiore-
actors in order to reduce the loss of MFC power due to overvoltage. The use of microphototrophs in MFC 
has led to the development of photosynthetic MFC (or PhotoMFC) through the design of autotrophic photo-
bioreactors with forced illumination. They allow generating oxygen through photosynthesis, both in situ and 
ex situ, by recirculating oxygen from the photobioreactor to the cathode chamber. Artificial redox mediators 
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can be used here, transferring electrons directly from the non-catalytic cathode to O2, formed as a result of 
the photosynthetic activity of algae. Biologically catalyzed cathodes have been proven to generate less pow-
er than chemical catalysts. It is noted, that the MFC installations with the micro-algae allow utilizing a wider 
circle of different connections – the components of effluents and withdrawals: organic acids, sugar, alcohols, 
fats and other substrata. The use of phototrophs for the production of biofuels is of special interest. Several 
different types of renewable biofuels can be produced from microalgae, the production of which can be com-
bined with wastewater treatment, CO2 capture and production of various compounds. 
 

Keywords: phototrophs, microalgae, biohydrogen, biofuel cells, biotechnology, electric current generation 
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ВВЕДЕНИЕ  
Человечество сегодня сталкивается со мно-

гими экологическими проблемами: загрязнение 
окружающей среды; глобальное потепление из-
за накопления CO2 в атмосфере; истощение 
природных источников энергии, таких как уголь и 
нефть, и растущая потребность в устойчивых 
источниках энергии. В последние годы особое 
внимание уделяется исследованиям в области 
возобновляемых источников энергии, в частно-
сти, биоэнергетики. Исследуются пути получения 
различных типов биотоплива (биодизель, биово-
дород), а также производство энергии организ-
мами в специальных установках. Одним из пер-
спективных источников энергии являются фото-
трофные организмы. 

Микроводоросли – один из самых эффектив-
ных источников возобновляемой энергии. В них 
содержится до 50–70% белка, 30% липидов, бо-
лее 40% глицерина, до 14% каротина и довольно 
высокая концентрация витаминов B1, B2, B3, B6, 
B12, E, K, D и т. д. в сравнении с другими расте-
ниями или животными [1, 2]. В то же время водо-
росли способны усваивать атмосферный угле-
кислый газ, что косвенно может привести к 
ослаблению проблемы глобального потепления. 
Микроводоросли являются важным сырьем для 
получения аминокислот, витаминов и ценных 
побочных продуктов. Содержание липидов в них 
находится в диапазоне 20–50%, что выше, чем у 
других культур. Из таких липидов производят 
биодизельное топливо, которое легко разлагает-
ся [3]. Микроводоросли способны расти с боль-
шой скоростью, достигающей показателей в 50 
раз больше, чем у проса, которое является од-
ной из самых быстрорастущих наземных куль-
тур. Также у них более высокая эффективность 
преобразования фотонов, что составляет при-
мерно 3–8% против 0,5% для наземных расте-
ний. Микроводоросли являются отличным аль-
тернативным топливным сырьем. В качестве 
среды для их культивирования возможно ис-
пользовать сточные воды. Затраты на выращи-
вание водорослей и их сбор для производства 

биотоплива в таком случае покрываются функ-
цией очистки сточных вод [4]. Как альтернатив-
ный, надежный и возобновляемый источник 
энергии важен биоводород, производимый мик-
роводорослями, включая цианобактерии. Фото-
синтетическое производство водорода может 
быть интересным и многообещающим вариан-
том получения чистой энергии. Достижения в 
технологии водородных топливных элементов 
свидетельствуют об экологически безопасном 
способе производства биотоплива, поскольку 
при использовании водорода для выработки 
электроэнергии в качестве побочного продукта 
выделяется только вода. Прогресс в генетиче-
ской / метаболической инженерии значительно 
увеличивает фотобиологическое производство 
водорода из микроводорослей. Более того, био-
логическое производство водорода возможно 
при низких эксплуатационных расходах. Для 
крупномасштабного производства биомассы 
микроводорослей и водорода было разработано 
несколько фотобиореакторов [5]. Целью настоя-
щего обзора является обобщение сведений об 
использовании фототрофов в альтернативной 
энергетике. 

 
ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ФОТОТРОФОВ  
ДЛЯ ГЕНЕРАЦИИ ЭЛЕКТРОЭНЕРГИИ 
В области альтернативной энергетики про-

водятся исследования, направленные на ис-
пользование способности микроводорослей пре-
вращать поглощенный CO2 в потенциальную 
биомассу наряду с выработкой газообразного 
кислорода и интегрировать их в биотопливные 
элементы. Это устройства, в которых осуществ-
ляется превращение химической энергии раз-
личных веществ-субстратов (спиртов, углеводов 
и т.д.) в электрическую энергию за счет биологи-
ческой трансформации. 

Разработано множество видов биотопливных 
элементов – растительные, ферментные, мик-
робные. Микробный топливный элемент (МТЭ) – 
это биологическая система, в которой отрыв элек-
тронов и их акцептирование пространственно 
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разделены. Соответственно МТЭ чаще всего 
имеет два блока: аэробный и анаэробный. 
Аэробная камера имеет положительно заряжен-
ный электрод и барботируется кислородом. В 
анаэробной камере нет кислорода, что позволя-
ет отрицательно заряженному электроду дей-
ствовать как рецептор электронов. В качестве 
субстрата или источника углерода в МТЭ ис-
пользуют сточную воду, различные углеводы 
(глюкоза, сахароза, крахмал), ацетат, аминокис-
лоты, ароматические соединения (бензоат, то-
луол), масла, спирты, растворы минеральных 
солей и др. Схема работы классического вариан-
та МТЭ приведена на рисунке. 

 

 
 

Схема работы микробного топливного элемента 
 

Microbial fuel cell operation diagram 

 
Мощность МТЭ зависит от многих факторов и 

ограничена, прежде всего, высоким внутренним 
(омическим) сопротивлением. Увеличения мощ-
ности можно достичь за счет добавления ката-
лизаторов. Этой же цели служит подбор опти-
мального расстояния между электродами, а так-
же применение электродов из различных мате-
риалов. В работе H. Liu показано, что при ионной 
силе раствора, равной 400 мМ, удельная мощ-
ность достигает величины 1330 мВт/м

2
. В ячей-

ках авторы использовали электроды из углерод-
ного волокна с добавлением платины. Опти-
мальное расстояние между такими электродами 
составило 2 см [6]. Размер электродов также 
влияет на уровень производимой электроэнергии 
[7]. Улучшения в архитектуре МТЭ, вероятно, 
могут привести к увеличению выработки элек-
троэнергии. Микроорганизмы, используемые в 
МТЭ, демонстрируют большое разнообразие. 
T.H. Pham с соавторами определяют такие мик-
роорганизмы как «экзоэлектрогены» [8]. 

Использование микрофототрофов в МТЭ 
привело к разработке фотосинтетических мик-
робных топливных элементов или ФотоМТЭ [9]. 

Основным недостатком применения микро-
фототрофов является необходимость создания 
автотрофных фотобиореакторов с принудитель-
ным освещением [5]. Гетеротрофный режим ро-
ста помогает устранить этот недочет. Отметим, 
что некоторые водоросли в гетеротрофном ре-
жиме имеют более высокие темпы роста, био-
массу, выработку АТФ, содержание азота и ли-
пидов, чем в автотрофном режиме. Однако толь-
ко ограниченное число видов водорослей, ис-
пользуемых в биотехнологии, способны к гетеро-
трофному росту. Кроме того, энергетические за-
траты увеличиваются за счет дополнения органи-
ческого субстрата, тем самым увеличивая шансы 
на ингибирование роста избыточным органическим 
субстратом и неспособностью производить мета-
болиты. Гетеротрофный режим культивирования 
более подвержен загрязнению и конкуренции со 
стороны других микроорганизмов. 

D.F. Juang с соавторами в своем исследова-
нии показали, что электрическая энергия может 
вырабатываться водорослями, растущими на 
катоде в МТЭ, где кислород продуцируется в 
процессе фотосинтеза [10]. Их идея нашла при-
менение в МТЭ с использованием водорослево-
го биокатода, который действует как биологиче-
ский акцептор электронов, одновременно погло-
щая CO2 [11, 12]. Авторы сконструировали двух-
камерный МТЭ. В катодную и анодную камеры 
инокулировали зеленую водоросль Chlorella 
vulgaris. В катодной камере водоросли выступа-
ли в основном как продуценты кислорода. Авто-
рами показано, что микроводоросли в катодной 
камере в световую фазу поглощали CO2, нара-
щивая биомассу, а в темновую фазу потребляли 
кислород, получая энергию путем окисления ра-
нее произведенного органического вещества. 
Выявлено, что производство электроэнергии не 
было постоянным, а зависело от концентрации 
кислорода и продолжительности освещения [11]. 
И наоборот, некоторые фотосинтетические циа-
нобактерии могут работать как биоанодный ка-
тализатор, образование биопленки в котором 
поддерживает электрохимический потенциал. 
Так, например, в работе C.-C. Fu с соавторами 
упоминается, что Spirulina platensis может быть 
использована в качестве биоанодного катализа-
тора. Она не нуждается в привнесенных в среду 
медиаторах для акцептирования генерируемого 
электрона [13]. 

В рассматриваемых исследованиях исполь-
зовались в основном фотосинтезирующие виды 
цианобактерий, такие как представители рода 
Anabaena [14]. Виды Synechocystis и некоторые 
другие микроводоросли использовались в МТЭ с 
открытыми биореакторами [15]. Фотосинтезиру-
ющие водоросли Chlorella использовались с ге-
теротрофными бактериями в синергетической 
реакции при производстве электроэнергии [16]. 
Микроводоросли также были исследованы в ка-
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честве биокатализатора для выработки энергии 
в микробных топливных элементах с такими ме-
диаторами, как HNQ (гидрокси 1,4-нафтохинон) в 
качестве искусственного окислительно-восстано-
вительного медиатора, перемещающего элек-
трон от микроорганизма к аноду [17]. Точно так 
же выработка энергии была достигнута путем 
выращивания дрожжей Saccharomyces cerevisiae 
для окисления глюкозы и микроводорослей 
Spirulina platensis и Chlorella vulgaris для генера-
ции электронов в МТЭ [18]. В большинстве упо-
мянутых исследований наблюдалось увеличение 
выработки электроэнергии в темное время суток. 
Однако производство водорослями кислорода 
ограничивало выработку ими энергии во время 
светлых фаз. 

В последнее время развивается технология 
фотосинтетического водорослевого микробного 
топливного элемента, инокулятом в котором вы-
ступают микроводоросли и электрохимически 
активные бактерии в открытой системе без до-
бавления токсичных медиаторов, что является 
важным шагом [19]. Произведенная в биореакто-
ре биомасса микроводорослей, образованная в 
результате фотосинтетического роста, может 
подаваться в МТЭ в качестве субстрата для вы-
работки электроэнергии. Водоросли использова-
лись в качестве анолита в МТЭ для производ-
ства электронов. Разработанные ФотоМТЭ тре-
буют отдельного фотобиореактора для опти-
мального роста водорослей и менее сложной 
системы затемненного МТЭ, производящей 
электроэнергию. Однако существуют ограниче-
ния на утилизацию сложного органического ве-
щества смешанным гетеротрофным бактериаль-
ным сообществом в МТЭ из-за низкой кулонов-
ской эффективности. Поэтому разработка фото-
биореактора с иммобилизованными цианобакте-
риями для последовательного генерирования и 
разложения продуктов метаболизма с темным 
МТЭ для повышения кулоновской эффективно-
сти выглядит перспективной. Так, M. Otadi с со-
авторами продемонстрировали перспективность 
ФотоМТЭ для выработки электроэнергии [20]. 
S.B. Velasquez-Orta с соавторами разработали 
МТЭ, соединенный с фотобиореактором. Такой 
МТЭ показал производство постоянного тока на 
выходе 539 мА/м

2
 за все время работы, равное 

150 дням [21]. 
Производительность фотосинтетического 

МТЭ с использованием микро- и макроводорос-
лей, таких как Chlorella vulgaris и Ulva lactuca, 
была оценена S. Mahesh с соавторами. Получе-
на разница в рекуперации энергии на аноде 
МТЭ. Ch. vulgaris производит больше энергии с 
удельной мощностью (277 Вт/м

3
), чем U. lactuca 

(215 Вт/м
3
) [22]. Некоторые исследователи при-

ложили значительные усилия для улучшения 
характеристик катодной системы путем увеличе-
ния уровня производства кислорода цианобакте-

риями, иммобилизованными в виде шариков [23] 
или без иммобилизации [10], а также прямого 
выращивания Chlorella на катоде [11, 12]. 

Возможность генерировать кислород посред-
ством фотосинтеза как in situ, так и ex situ, ре-
циркулируя раствор из фотобиореактора в ка-
тодную камеру ФотоМТЭ, показали B.E. Logan с 
соавторами [24]. Целью этого являлось обеспе-
чение терминального акцептора электронов кис-
лородом без аэрации. Эта концепция была вы-
двинута еще на очень ранней стадии развития 
биоэлектрохимических систем (БЭС). В ходе ис-
следования ФотоМТЭ обеспечивался кислоро-
дом, продуцируемым водорослями, инокулиро-
ванными в катодную камеру. В более поздних 
исследованиях водоросль Chlorella vulgaris вы-
ращивали на катоде и добавляли искусственный 
медиатор. Авторы работы [25] считают, что кис-
лород играет очень важную роль в процессе пе-
реноса электронов. Используемый искусствен-
ный редокс-медиатор мог переносить электроны 
непосредственно с некаталитического катода на 
О2, образующийся в результате фотосинтезиру-
ющей активности водорослей. В другом иссле-
довании in situ генерация O2 в ФотоМТЭ с ис-
пользованием смешанной культуры водорослей 
и бактерий была использована для реверса ано-
да и катода в темновой и световой фазах соот-
ветственно. Вероятно, было бы целесообразно 
иметь небольшое количество О2 в аноде, так как 
это обеспечило бы выгодные энергетические 
профили в микроаэробных условиях. Кроме того, 
как упоминалось ранее, фотосинтетический кис-
лород, генерируемый бактериями на катоде по-
верх анаэробного осадка в течение световой 
фазы, может быть полезным в отношении теку-
щей генерации в ФотоМТЭ осадочного типа [19]. 
H.-M. Jiang с соавторами разработали безмем-
бранный МТЭ. В предложенной ими конфигура-
ции МТЭ соединялся с фотобиореактором, в ко-
тором культивировали микроводоросли. Пер-
спективность установки состоит в том, что она 
может быть использована как для очистки сточ-
ных вод, так и для выработки электрической 
энергии и одновременной культивации микрово-
дорослей. В МТЭ в сточных водах снижается 
ХПК, содержание фосфора и азота с одновре-
менным производством электроэнергии. Затем 
сточные воды, выходящие из катодной камеры, 
поступают в фотобиореактор для уменьшения 
остатков фосфора и азота за счет их поглоще-
ния микроводорослями. Максимальная плот-
ность мощности, полученная в этом случае, со-
ставила 481 МВт/м

2
, а удаления ХПК – 78%. 

Конфигурация с мембраной была способна про-
изводить электроэнергию с максимальной плот-
ностью мощности 110 МВт/м

2
 [26]. 

S. Pandit с соавторами в своей работе про-
демонстрировали снижение мощности МТЭ при 
использовании биологических катализаторов в 
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катодной камере против химических. В целом 
биологически катализируемые катоды генериру-
ют меньшую мощность по сравнению с химиче-
скими катализаторами. Еще одной проблемой 
двухкамерных МТЭ, выявленной авторами, яв-
ляется защелачивание катодной камеры после 
длительной работы, в результате чего рабочее 
напряжение падает. Авторами высказана идея, 
что при должном регулировании подачи CO2, 
освещения и поступления питательных веществ 
к микроводорослям возможно повысить эффек-
тивность МТЭ [27]. Водоросли несут чистый от-
рицательный заряд на своей поверхности и, 
следовательно, являются потенциальным ад-
сорбентом поливалентных катионов, присут-
ствующих в среде. Адсорбция поливалентных 
катионов на поверхности водорослей вызывает 
морфологические изменения или может заме-
нить (заблокировать) простетические атомы ме-
таллов в активных центрах соответствующих 
ферментов, приводя, в частности, к ингибирова-
нию фотосинтеза. Интенсивность света на глу-
бине плотной взвеси водорослей значительно 
снижается из-за поглощения и рассеяния света. 
Ослабление интенсивности света зависит от 
длины его волны, глубины проникновения, от 
концентрации клеток и геометрии фотобиокато-
да [28]. 

В последние годы исследователи обращают 
внимание на фиксацию CO2 с помощью фото-
синтеза в сочетании с гетеротрофным производ-
ством электроэнергии. В соленых и пресновод-
ных отложениях про- и эукариотические водо-
росли и некоторые бактерии, такие как циа-
нобактерии, способны поставлять органическое 
вещество (например, выделяемые полисахари-
ды) гетеротрофным бактериям посредством фо-
тосинтеза. Подобным образом поддерживаются 
синергетические сообщества в таких экосисте-
мах, как микробные маты [29]. Известно множе-
ство разработок, включающих ФотоМТЭ либо 
микробные фотоэлектрические солнечные эле-
менты, либо фотосинтетические микробные топ-
ливные элементы, либо фотосинтетическую 
электрохимическую ячейку и др. [30]. Предпола-
гается, что в МТЭ с использованием солнечного 
излучения вырабатывается больше электро-
энергии, чем без него. Среди фоточувствитель-
ных материалов одним из первых в фотокатод-
ных МТЭ был использован диоксид титана (TiO2, 
рутил). Свойство диоксида титана поглощать УФ-
свет широко используется в солнцезащитных 
продуктах. При использовании в МТЭ графитово-
го электрода, покрытого диоксидом титана, мощ-
ность элемента увеличилась в 1,57 раза, а вы-
работка достигла 12,03 Вт/м

3
 [31]. В двухкамер-

ном МТЭ с водорослевым фотокатодом и мем-
браной Nafion электрическая мощность 
(0,108 мВт/см

2
) была относительно близкой к 

мощности, генерируемой Pt/C-электродом в тем-

ноте (0,123 мВт/см
2
) [32]. То, что можно произво-

дить более высокую электрическую мощность, 
было также показано при использовании  
ФотоМТЭ для очистки сточных вод с комбинаци-
ей анодов из TiO2, которая обеспечивала 
1284±20 мВт/м

2
 [33]. 

Авторами работы [34] в ФотоМТЭ осадочного 
типа (пресноводный осадок) был исследован 
синергетический комплекс водорослей и бакте-
рий для выработки электроэнергии. ФотоМТЭ 
при содержании микробного сообщества под 
освещением вырабатывал ток непрерывно. По-
добно ранним исследованиям, выработка элек-
троэнергии в этом случае также показала обрат-
ную связь с освещением: величина тока увели-
чивалась при отсутствии света и уменьшалась 
при его наличии. Авторами показано, что произ-
водство тока уменьшается при непрерывном 
освещении вследствие накопления кислорода. 
Исследования также проводились с использова-
нием в ФотоМТЭ осадочного типа морской мик-
робиоты, микробного анода и катода [34]. Фото-
синтезирующие микроорганизмы в таком МТЭ 
вырабатывают О2 для восстановления катодом и 
органическое вещество, которое используется в 
качестве источника углерода в аноде в анаэроб-
ном осадке. За счет этого образуется самопод-
держивающаяся синергетическая биоэлектрохи-
мическая система, потребляющая свет и произ-
водящая электричество. В данном исследовании 
наблюдалась светозависимая генерация тока, 
поскольку система зависела от производства O2. 

Так как кислород является универсальным ак-
цептором электронов, в процессе фотосинтеза 
водорослей он может поглощать электроны во 
время метаболизма, тем самым снижая эффек-
тивность МТЭ [35]. J. Lobato с соавторами исполь-
зовали фотосинтез водорослей в качестве источ-
ника кислорода в катодной камере двухкамерного 
ФотоМТЭ [36]. В исследовании M.A. Rodrigo с со-
авторами МТЭ состоял из двух камер, разделен-
ных ионообменной мембраной. Инокулятом для 
анодного отсека выступал активный ил станции 
очистки сточных вод. Анодный отсек во время 
работы укрывался светонепроницаемым мате-
риалом, чтобы исключить свет и тем самым из-
бежать роста водорослей [37]. В то же время ка-
тодный отсек содержал культуру микроводорос-
лей, которая освещалась в течение 12 ч. Анодо-
фильные бактерии производили CO2, который 
переносился в катодный отсек и мог быть ис-
пользован микроводорослями в процессе фото-
синтеза для производства биомассы. Перенос 
осуществлялся через вентиляционное отверстие 
в верхней части каждой камеры, соединенное 
трубкой с воронкообразным газосборником, рас-
положенным со стороны анода для упрощения 
передачи газа в катодную камеру [38]. 

В МТЭ используются представители различ-
ных родов водорослей – Chlorella, Synechocystis, 
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Microcystis и др. Так, например, в исследовании 
K.S. Aiyer с соавторами в катодной камере при-
сутствовала зеленая водоросль Chlorella vul-
garis, в анодной – гетеротрофные бактерии Es-
cherichia coli и Pseudomonas aeruginosa. При 
этом удалось достичь удельной мощности 
248 мВт/м

2
, тогда как МТЭ только с культурами 

E. coli и P. aeruginosa выработал 190,44 мВт/м
2
 

[16]. Фотосинтетическая биопленка, состоящая 
из зеленых водорослей и гетеротрофных бакте-
рий, также использовалась в МТЭ для производ-
ства энергии [39]. Y. Zou с соавторами использо-
вали в МТЭ биопленку, полученную путем куль-
тивирования водорослей из донных осадков 
пресноводного водоема. Для сравнения исполь-
зовали ячейку, в анодную камеру которой поме-
стили биопленку из чистой культуры пресновод-
ной цианобактерии Synechocystis. Первый МТЭ 
достиг максимума в производстве электроэнер-
гии (до 1,5 мВт/м

2
) через 20–30 мин после нача-

ла освещения биопленки. При этом МТЭ с чи-
стой культурой Synechocystis достиг меньшего 
показателя мощности – 1,47 мВт/м

2
. В своем ис-

следовании авторы сконструировали однока-
мерный МТЭ. Анодная камера представляла со-
бой сосуд с нанесенными на дно четырьмя сло-
ями углеродной краски или одним слоем угле-
родной ткани. Катод состоял из углеродной тка-
ни с платиновым катализатором и располагался 
над анодной камерой [40]. По мнению I. Gajda с 
соавторами, фотосинтезирующие микроорганиз-
мы работают аналогичным образом, как и бакте-
рии во время генерации электроэнергии в МТЭ, 
отдавая электроны на электрод. В разработан-
ном двухкамерном МТЭ учеными вместо барбо-
тажа, медиаторов, буферов, питательной среды 
и платинового катадизатора были использованы 
биокаталитические свойства естественных фо-
тосинтетических консорциумов, что сводило экс-
плуатационные расходы к минимуму. Инокуля-
том для катодной камеры и источником образо-
вания фототрофной биопленки служила предва-
рительно подготовленная вода из пресноводного 
водоема. Культивация культуры водорослей про-
водилась не в отдельном биореакторе, а непо-
средственно в катодной камере МТЭ. В анодную 
камеру инокулировали анаэробный активный ил. 
Материал электродов – углеродная ткань. Мак-
симальный результат, которого удалось достичь, 
– 7 мВт/м

2
. Авторы предполагают, что биокатод 

также действовал как сборщик фотосинтетиче-
ского углекислого газа, поскольку во время тем-
ной фазы генерация электроэнергии подавляет-
ся и дыхание происходит за счет активности фо-
тосинтезирующих организмов и гетеротрофных 
бактерий [41]. Известна работа, в которой авто-
ры сосредоточились на модификации анода в 
ФотоМТЭ [42]. Ячейки состояли из цилиндриче-
ской камеры, в которую помещали анод из кера-
мики с покрытием оксидом олова, легированного 

фтором, стекла с покрытием оксидом олова, уг-
леродной ткани или углеродного войлока. Био-
пленка Chlorella vulgaris культивировалась непо-
средственно в порах керамического электрода. 
Сравнение МТЭ с различными типами электро-
дов показало, что удельная мощность на кера-
мическом аноде была в 16 раз выше, чем на 
аноде из углеродного волокна, составив в мак-
симуме 3,4 мВт/см

2
  

R. Lakshmidevi с соавторами провели иссле-
дование возможности производства электро-
энергии и биологически активных соединений в 
МТЭ. В качестве инокулята в анодной камере 
использовали бактериальный штамм Entero-
bacter aerogenes. Субстратом в аноде выступали 
сточные воды от молочного производства. В ка-
тодную камеру инокулировали цианобактерию 
Nostoc sp. в объеме 5% от общего объема син-
тетической среды. Электродами выступали угле-
родные пластины. Анодную камеру обернули 
алюминиевой фольгой для защиты от проникно-
вения света и создания условий для брожения в 
темноте. Отвод углекислого газа от процесса 
брожения в катодную камеру осуществили с по-
мощью силиконовой трубки. Максимальный ре-
зультат МТЭ по выработке энергии составил 
168±3,5 мВт/м

2
. При этом продуктивность ячейки в 

образовании биомассы Nostoc sp. была в пределах 
95 мг/л в сутки. Из биомассы водорослей получали 
экстракт, который проверяли на антимикробные 
свойства. Выявлено, что экстракт подавляет раз-
витие патогенных бактерий Escherichia coli, Strepto-
coccus iniae, Citrobacter freundii, Vibrio alginolyticus. 
Наибольший антимикробный эффект наблюдался 
в культуре Citrobacter freundii [43]. 

Сульфат натрия – самая распространенная 
соль сульфата, оказывающая благоприятное 
действие на содержание хлорофилла в пресно-
водных микроводорослях, кинетику их роста, 
плотность клеток, тем самым активно поддержи-
вая некоторые биологические процессы. Однако 
высокие концентрации (более 1 г/л) сульфата 
натрия будут оказывать неблагоприятное воз-
действие не только на рост водорослей, но и на 
процесс фотосинтеза за счет снижения уровня 
хлорофилла в клетках. Так, было показано, что 
при внесении в анолит МТЭ сульфата натрия 
происходит снижение концентрации кислорода в 
анодной камере [21, 35, 44]. Согласно работе 
Z. He с соавторами [45], существует мутуалисти-
ческая связь между микроводорослями и гетеро-
трофными бактериями. В процессе выработки 
электроэнергии, учитывая значительное рассто-
яние между анодом и фотосинтезирующими ор-
ганизмами, бактерии могут производить элек-
тричество из органических соединений. Эти 
сложные микробные сообщества также могут 
препятствовать процессу выработки электро-
энергии. Показано, что при увеличении интен-
сивности освещения фотосинтезирующих мик-
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роорганизмов не происходит ожидаемого увели-
чения напряжения тока. A.G. del Campo с соав-
торами [11] создали топливный элемент из мик-
роводорослей, используя C. vulgaris в катодной 
камере и сточные воды от производства фрукто-
вых соков – в анодной камере. Генерацию энер-
гии изучали в присутствии и в отсутствие света. 
В исследовании было показано, что высокая плот-
ность энергии наблюдалась даже в отсутствии 
света. Факторами, которые могут изменять мощ-
ность ячейки МТЭ, могут быть электрическое со-
противление электролита и его проводимость [46]. 

Комбинация технологии МТЭ с фотобиореак-
тором на основе водоросли рода Chlorella может 
снизить выбросы парниковых газов от очистных 
сооружений, улавливая CO2, выбрасываемый 
промышленными объектами, или непосред-
ственно из атмосферы. Производство микрово-
дорослей может улучшить восстановление ре-
сурсов, содержащихся в сточных водах. Показа-
на эффективность систем МТЭ–фотобиореактор 
с использованием как модельных, так и агропро-
мышленных сточных вод в качестве субстрата. 
Система, оснащенная биокатодом микроводо-
рослей, доказала свою способность эффективно 
очищать реальные сточные воды [47]. 

 
ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ФОТОТРОФОВ  
ДЛЯ ПРОДУЦИРОВАНИЯ БИОВОДОРОДА 
Важным направлением исследований в об-

ласти альтернативной энергетики является раз-
работка способов получения биоводорода. 
Наиболее распространенные микроводоросли, 
способные производить в процессе своего мета-
болизма водород, – это Scenedesmus, 
Chlamydomonas, Anabaena, Synechococcus. Сре-
ди бактерий это представители родов 
Rhodobacter, Rubrivivax, Rhodovulum, а также 
многие другие. Азотфиксирующая цианобакте-
рия Anabaena сylindrica одновременно произво-
дит водород и кислород в атмосфере аргона в 
течение нескольких часов. Производство водо-
рода происходит при нормальных атмосферных 
условиях, но гораздо медленнее, чем азотфик-
сация. Производство водорода можно увеличить 
путем снижения содержания в среде азота. 
Scenedesmus производит водород при воздей-
ствии света после содержания в темноте в анаэ-
робных условиях. Эта зеленая водоросль выпол-
няет биофотолиз с использованием гидрогеназы 
для восстановления воды до водорода [48, 49]. 

Общая идея использования генерирующих 
водород фотосинтетических бактерий наряду с 
загруженным катализатором анодом заключает-
ся в производстве биоводорода такими бактери-
ями с последующим окислением водорода in situ 
на электрокаталитической поверхности анода 
[50]. В исследовании с участием зеленой водо-
росли Chlamydomonas reinhardtii было обнару-
жено, что удаление водорода in situ (поддержа-

ние парциального давления водорода очень низ-
ким) полезно для увеличения производства во-
дорода. Установлено, что депривация водорода 
в среде с C. reinhardtii стимулирует получение 
водорода путем биофотолиза на свету с исполь-
зованием фотосинтетического пути [51]. В куль-
туре водоросли Chlorella, где депривация серы 
не применима из-за богатого сульфатами суб-
страта, был оценен эффект дефицита фосфора. 
Депривация фосфора смогла установить анаэ-
робный метаболизм с устойчивой фотопродук-
цией водорода [52]. Также были протестированы 
менее распространенные элементы, такие как 
магний. Клетки Chlamydomonas reinhardtii, ли-
шенные магния, демонстрировали производство 
водорода в течение более длительного времени, 
чем те же клетки в случае лишения серы. Этот 
эффект может зависеть от меньшей значимости 
магния для клеточной активности по сравнению 
с серой [53]. 

Было замечено, что производство водорода 
может быть увеличено до 60% по сравнению с 
системами, основанными на монокультуре 
Chlamydomonas reinhardtii, за счет использова-
ния систем совместного культивирования с бак-
терией Escherichia coli. Питательные среды, бо-
гатые глюкозой, используются бактериями, про-
изводящими уксусную кислоту, которая может 
быть использована в метаболизме водорослей 
[54]. Синергетически различные фотобиологиче-
ские и ферментативные микробные метаболиз-
мы могут взаимодействовать, увеличивая выход 
водорода [55]. В работе S.A. Markov с соавтора-
ми для генерации водорода использовался фо-
тобиореактор на основе полых волокон. На по-
верхность волокон помещали культуру циа-
нобактерии Anabaena variabilis. Производитель-
ность такого фотобиореактора составила 57 мл 
H2 в час на 1 л раствора [56]. 

 
ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ФОТОТРОФОВ  
ДЛЯ ПРОИЗВОДСТВА БИОТОПЛИВА 
Из микроводорослей можно получить не-

сколько различных видов возобновляемого био-
топлива. К ним относятся биодизель из липидов 
микроводорослей и фотобиологически произве-
денный биоводород. Производство такого био-
топлива может быть объединено с очисткой 
сточных вод, улавливанием CO2, производством 
различных химикатов и выработкой электриче-
ской энергии [57]. В большинстве исследований 
для производства биодизеля используют зеле-
ные микроводоросли. Вероятно, это связано не с 
более высоким содержанием липидов в зеленых 
водорослях, чем в других таксонах водорослей, 
а скорее с тем, что многие зеленые водоросли 
легко изолируются из различных мест обитания 
и растут быстрее, чем виды из других таксоно-
мических групп. В отличие от высших растений 
водоросли демонстрируют большие различия в 
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составе жирных кислот, что тоже влияет на вы-
бор оптимального таксона [58]. Например, 
F. Ahmad с соавторами для производства биоди-
зеля использовали смешанную культуру – Chlo-
rella vulgaris и Rhizoclonium hieroglyphicum [59]. 
Эти водоросли были выбраны авторами по при-
чине высокого содержания липидов. Некоторые 
основные представители фототрофных организ-
мов, применяемые в производстве биотоплива, 
приведены в таблице. 

Выращивание микроводорослей для после-
дующей переработки в биотопливо осуществля-

ется в специализированных прудах, фотобиоре-
акторах и ферментерах [64]. Выгода использова-
ния микроводорослей для производства биоди-
зеля очевидна: после извлечения липидов био-
массу водорослей можно применять в качестве 
органического удобрения, так как в ней высоко 
содержание калия и азота. В зависимости от ви-
да микроводорослей из биомассы могут быть 
получены полиненасыщенные жирные кислоты, 
сахара, пигменты, каротиноиды, биологически 
активные соединения [65]. 

 

Некоторые представители фототрофов, используемые при получении биодизеля и биоводорода 
 

Some representatives of phototrophs used in biodiesel and biohydrogen production 
 

Организм Субстрат Вид топлива Страна Источник 

Chlorella 
protothecoides 

Среда, обогащенная 
железом 

Биодизель Португалия, Иран [57, 60] 

Chlorella pyrenoidosa 
Среда, обогащенная 

железом 
Биодизель Португалия [57] 

Crypthecodinium 
cohnii 

Среда с глюкозой, 
дрожжевым экстрактом 

и морской солью 
Биодизель Португалия [57] 

Euglena gracilis 
Минеральная питательная 

среда 
Биодизель Португалия [57] 

Chlorella vulgaris Сточные воды Биодизель 
Пакистан, Иран, 

Словакия 
[59, 60, 61] 

Chlamydomonas 
reinhardtii 

Среда, обогащенная 
ацетатом 

Биоводород 
Россия, Алжир, 

Италия 
[50, 51, 62] 

Chlorella sorokiniana 
Среда, обогащенная 

ацетатом 
Биоводород Алжир [62] 

Anabaena azollae Среда с нитрогеназой Биоводород Россия [63] 
 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Все большее место в биотехнологических 

исследованиях занимают фототрофы, в частно-
сти, микроводоросли. Перспективы их использо-
вания достаточно широки в биотехнологическом 
плане (производство витаминов, биотоплива и 
многое др.). В то же время показана эффектив-
ность использования различных представителей 
микроводорослей для выработки электроэнергии 
непосредственно в МТЭ или же опосредованно 
при совмещении МТЭ и фотобиореактора. При 
этом установки МТЭ с микроводорослями позво-
ляют утилизировать широкий круг различных 
соединений – компонентов сточных вод и отхо-

дов: органические кислоты, сахара, спирты, жи-
ры и другие субстраты. Однако существуют и 
ограничения по применению микроводорослей в 
МТЭ: в процессе фотосинтеза микроводоросли 
производят значительное количество кислорода, 
что может снижать эффективность выработки 
электроэнергии или метаболитов, например, во-
дорода. Исследования в области применения 
микроводорослей в МТЭ и фотобиореакторах 
необходимо продолжать, так как глобальные 
проблемы истощения невозобновляемых топ-
ливно-энергетических ресурсов и загрязнения 
окружающей среды становятся все острее.  
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Резюме: Биоремедиация с использованием микроорганизмов имеет ряд преимуществ по сравне-
нию с физико-химическими методами очистки вод, грунтов и атмосферы. Микроорганизмы обла-
дают широким спектром метаболических возможностей, благодаря которым они способны пре-
образовывать, модифицировать и утилизировать токсичные загрязнители для получения энер-
гии и производства биомассы. Показано их участие в разложении различных промышленных отхо-
дов, таких как красители, углеводороды, хлорированные ароматические соединения, пестициды и 
другие. Хотя использование микроорганизмов является экологически чистым и перспективным 
способом решения экологических угроз, на эффективность биоремедиации влияют многие фак-
торы, такие как химическая природа загрязнителей, их доступность для микроорганизмов, физи-
ко-химические характеристики окружающей среды, а также взаимодействие самих организмов-
деструкторов друг с другом. Сегодня очень важен поиск новых эффективных штаммов или созда-
ние супердеструкторов методами генной и белковой инженерии. Эта задача может быть решена 
путем привлечения таких «инструментов», как геномика, протеомика, транскриптомика, мета-
боломика. Эти технологии требуют интеграции огромного количества данных, что невозможно 
обеспечить без использования биоинформатики. Биоинформатика применяется в микробной био-
ремедиции разными способами: анализ данных секвенирования генома, идентификация кодирую-
щих белки генов, сравнительный анализ для идентификации функции неизвестных генов, авто-
матическая реконструкция и сравнение метаболических путей, а также исследование белок–
белок и белок–ДНК взаимодействий для понимания регуляторных механизмов. Данный обзор 
направлен на освещение различных ресурсов, хранящих информацию о возможных путях микробно-
го метаболизма, участвующих в биодеградации нефтепродуктов. Использование подобных ин-
формационных ресурсов может стать отправной точкой для многих исследований в биоремедиа-
ции. 
 

Ключевые слова: микроорганизмы-деструкторы, углеводороды, метаболизм, биоремедиация, 
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Abstract: Bioremediation using microorganisms has a number of advantages over physical and chemical 
methods of water, soil and atmosphere purification. Microorganisms have a wide range of metabolic capabili-
ties that enable them to convert, modify and utilize toxic pollutants for energy and biomass production. This 
article shows their participation in the decomposition of various industrial wastes, such as dyes, hydrocar-
bons, chlorinated aromatic compounds and pesticides, among others. Although the use of microorganisms is 
an environmentally friendly and promising way of solving environmental threats, many factors affect the ef-
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fectiveness of bioremediation, such as the chemical nature of pollutants, their accessibility to microorganisms, 
the physical and chemical characteristics of the environment, as well as the interaction of the destructive or-
ganisms with each other. The search for new effective strains or the creation of superdestructors using ge-
netic and protein engineering methods proves to be crucial under current circumstances. This task can be 
solved using such “tools” as genomics, proteomics, transcriptomics and metabolomics. These technologies 
require the integration of a huge amount of data, which cannot be achieved without the use of bioinformatics. 
Bioinformatics is used in microbial bioremediation in different ways: analysis of genome sequencing data, 
identification of protein-coding genes, comparative analysis to identify the function of unknown genes, auto-
matic reconstruction and comparison of metabolic pathways, and study of protein–protein and protein–DNA 
interactions to understand regulatory mechanisms. This review aims to highlight various resources that store 
information about possible pathways of microbial metabolism involved in the biodegradation of petroleum 
products. The use of such information resources can become a starting point for many studies in bioreme-
diation. 
 

Keywords: microorganisms-destructors, hydrocarbons, metabolism, bioremediation, bioinformatics, data-
bases 
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ВВЕДЕНИЕ 
Сокращение природных ресурсов, увеличе-

ние загрязнений, выбросов углерода и другие 
проблемы, связанные с результатами инду-
стриализации, являются катастрофическими 
для всех регионов мира. Миллионы токсичных 
химических веществ ежедневно синтезируются 
для использования в различных отраслях про-
мышленности и, так или иначе, попадают в 
окружающую среду, создавая серьезные про-
блемы живым организмам [1–4]. Большинство 
из этих веществ, являясь мутагенными и кан-
церогенными, медленно разрушаются и накап-
ливаются в почве, воде в течение длительного 
времени [5–7]. По этим причинам разработка 
методов удаления токсичных химических ве-
ществ из загрязненных районов с каждым го-
дом приобретает все большее значение [8, 9].  

Лучшими кандидатами для устранения 
большей части загрязняющих веществ из 
окружающей среды для включения элементов 
разложения в естественный биогеохимический 
цикл считаются микроорганизмы [10, 11]. Они 
выработали широкий спектр аэробных и анаэ-
робных катаболических стратегий для дегра-
дации огромного количества органических со-
единений, присутствующих в экосистемах, ко-
торые колонизируют [12, 13]. Биоремедиация с 
использованием микроорганизмов имеет ряд 
преимуществ (безопасность, экологичность и 
др.) перед физико-химическими методами ре-
медиации, однако, не всегда оказывается 
успешной [14]. Причинами неудач можно счи-
тать отсутствие полной информации о процес-
сах метаболической деградации ксенобиотиков 
каждым конкретным микроорганизмом, интер-
ференцию между эндогенными метаболиче-
скими путями, а также стресс-ответы и изме-
нения в общей физиологии клеток-хозяев по-

сле воздействия токсичных субстратов и их 
промежуточных метаболитов [15, 16].  

В последние десятилетия для изучения 
процессов биодеградации все активнее приме-
няют подходы, основанные на омиксных тех-
нологиях, а именно, геномику, протеомику, 
транскриптомику и метаболомику, которые да-
ют четкую и более достоверную картину про-
цессов, происходящих в организме [17, 18] 
(рис. 1). Методы секвенирования следующего 
поколения можно использовать для эффектив-
ного сравнения биоразнообразия загрязненных 
углеводородами почв, а также указать орга-
низмы, которые могут играть важную роль в 
биоремедиации [19, 20].  

С накоплением огромного количества дан-
ных, полученных в результате подобных ис-
следований, возникает проблема их обработки, 
систематизации и сохранения. Биоинформаци-
онные технологии способствуют сбору исчер-
пывающих биологических данных о микроорга-
низмах, имеющих значение в биоремедиации, 
и их клеточных метаболических путях [21–23]. 
Поэтому биоинформатика стала незаменимым 
инструментом в современных исследованиях, 
предлагая алгоритмы и статистические методы 
для классификации, интерпретации и понима-
ния наборов биологических данных. 

Подходы in silico применяются во многих 
областях – от создания новых лекарств до ген-
ной инженерии, филогеномики и белковой ин-
женерии [24–27]. Биоинформационные инстру-
менты – это программы, предназначенные для 
извлечения значимой информации из множе-
ства баз данных молекулярной биологии и 
анализа последовательностей ДНК или струк-
тур белка. Существуют как стандартные, так и 
специализированные продукты, отвечающие 
требованиям конкретных проектов.  
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Рис. 1. Связь биологических «-омик» с биоинформатикой 
 

Fig. 1. Relationship between the biological "-omics" and bioinformatics 

 
Также биоинформатика предлагает ряд ин-

струментов для решения вопросов, касающихся 
участия молекулярных механизмов в путях би-
одеградации загрязняющих веществ микроорга-
низмами, и помогает понять биохимические из-
менения, происходящие внутри микроорганизма 
в процессе биоремедиации. К ним относятся, 
например, базы данных [28], системы прогнози-
рования химической токсичности [29] и системы 
прогнозирования путей биодеградации [30–33]. В 
настоящей работе мы знакомим читателя с раз-
личными биоинформациоными ресурсами, кото-
рые могут быть использованы в биоремедиации. 

Интернет-ресурсы для реконструкции 
метаболических путей. Реконструкция мета-
болических путей требует идентификации всех 
компонентов, участвующих в метаболизме орга-
низма, связывая метаболические и геномные 
данные [34, 35]. Поэтому анализ и аннотирова-
ние геномных последовательностей, хранение и 
извлечение информации о метаболической сети 
и представление сетевых данных являются клю-

чевыми задачами, связанными с реконструкцией 
метаболической сети. Масштаб сетевых рекон-
струкций может варьировать от отдельных путей 
до целых геномов. Размер сети и качество ин-
формации аннотации являются важными факто-
рами, которые влияют на тщательность рекон-
струкции. 

Существует несколько доступных баз данных, 
которые предоставляют информацию о метабо-
лических путях микроорганизмов (таблица). Ком-
пьютерные средства могут предоставить поль-
зователю соответствующую информацию о фи-
зико-химических свойствах целевого соединения 
и основных строительных блоках катаболическо-
го пути – ферментов и метаболитов [36]. Мета-
болическая модель в масштабе генома может 
использоваться для автоматической реконструк-
ции метаболических сетей для процессов био-
ремедиации [37–39]. Биоинформационное моде-
лирование помогает даже в прогнозировании 
микробных фенотипов по их генотипам [40].  

 
Интернет-ресурсы, используемые для реконструкции метаболических путей микроорганизмов,  
имеющих значение в биоремедиации  
 

Internet resources used for reconstruction of metabolic pathways of microorganisms those are important  
in bioremediation 
 

База данных Интернет-ресурс 

Киотская энциклопедия генов и геномов  
(KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) 

https://www.genome.jp/kegg/ 

Базы данных путей и геномов BioCyc http://biocyc.org/ 
Метаболическая энциклопедия MetaCyc http://metacyc.org 
База данных Университета Миннесоты  
по биокатализу/биодеградации 

http://eawag-bbd.ethz.ch/ 

База данных по генам биодеградации  
и синтеза биосурфактантов BioSurfDB 

http://www.biosurfdb.org 

База данных прогнозирования путей биоразложения  
химических соединений MetaRouter 

http://pdg.cnb.uam.es/biodeg_net/MetaRouter 

База путей биотрансформации загрязнителей  
окружающей среды enviPath 

https://envipath.org 

От метаболита к метаболиту http://fmm.mbc.nctu.edu.tw 

https://www.genome.jp/kegg/
http://biocyc.org/
http://metacyc.org/
http://eawag-bbd.ethz.ch/
http://www.biosurfdb.org/
http://pdg.cnb.uam.es/biodeg_net/MetaRouter
https://envipath.org/
http://fmm.mbc.nctu.edu.tw/
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Ксенобиотики включаются в метаболические 
процессы, выступая в качестве основного источ-
ника углерода и энергии для микробной клетки, 
либо превращаются в промежуточные метабо-
литы, влияющие на другие процессы обмена 
веществ. Для обеспечения информации о хими-
ческих веществах и их биодеградации разрабо-
тано несколько специализированных баз данных, 
которые хранят информацию о бактериях, спо-
собных к деградации ксенобиотиков, метаболи-
ческих путях деградации токсичных химических 
веществ, а также информацию о ферментах и 
генах, участвующих в этом процессе.  

Достижения в области геномики и метаболо-
мики привели к созданию информационных ре-
сурсов, которые сделали существующие модели 
реконструкции метаболических сетей легкодо-
ступными для исследователей. Наиболее обшир-
ными коллекциями метаболических сетей большо-
го количества организмов являются такие базы 
данных, как Киотская энциклопедия генов и гено-
мов [41], а также базы данных ферментов и путей 
BioCyc и MetaCyc [42], которые используют список 
ферментов для построения метаболических путей. 
Коллекции ферментов в этих базах формируются 
из экспериментальной литературы и связаны с 
базами данных генов по ЕС номерам. ЕС номер 
(Enzyme Commission number) представляет собой 
схему числовой классификации ферментов, осно-
ванную на химических реакциях, которые они ка-
тализируют [43]. Строго говоря, ЕС номер указы-
вают не на ферменты, а на реакции, катализируе-
мые ферментами.  

Киотская энциклопедия генов и геномов 
(KEGG) – это справочная база данных, предо-
ставляющая информацию о генах и белках, био-
химических соединениях и реакциях, а также о 
метаболических путях [41]. Данные KEGG сгруп-
пированы в три основные категории [44]:  

– системная база отображает метаболиче-
ские сети в виде карты реакций, которая описы-
вает взаимодействия между ферментами и суб-
стратами: KEGG PATHWAY (карты путей), KEGG 
BRITE (функциональные иерархии и файлы таб-
лиц) и KEGG MODULE (модули Pathway, струк-
турный комплекс, функциональные наборы). Эти 
базы данных создаются вручную с использова-
нием опубликованной литературы. KEGG Path-
way содержит сети, которые представляют собой 
эталонный метаболический путь, а не сеть, уни-
кальную для конкретного организма, но на схеме 
отмечаются гены, принадлежащие конкретному 
организму (рис. 2, А);  

– геномная база предлагает информацию о 
генах и белках, полученных в рамках проектов 
секвенирования генома (рис. 2, Б). Категория 
геномной информации содержит информацию 
коллекций организмов с полными геномами и 
каталоги их генов, которые в основном взяты из 
баз данных RefSeq (прокариоты, эукариоты, 

плазмиды и вирусы), GenBank (прокариоты) и 
PubMed (приложение: коллекция созданных 
вручную записей белковых последовательно-
стей). В настоящее время KEGG хранит после-
довательности более 4000 полных геномов. База 
данных ортологичных генов (KEGG Orthology – 
КО), содержащая генные группы со сходными 
молекулярными функциями, является центром 
для связывания геномной информации с си-
стемной информацией через процедуру карти-
рования KEGG, а также с химической информа-
цией через двойной аспект метаболической сети; 

– химическая база предлагает информацию 
о химических соединениях и реакциях, имеющих 
отношение к клеточным процессам. Она включа-
ет более 17000 соединений, более 9800 реакций 
и более 6500 ферментов: KEGG COMPOUND 
(метаболиты и другие малые молекулы), KEGG 
GLYCAN (гликаны), KEGG REACTION (биохими-
ческие реакции), KEGG RPAIR (пары реагентов), 
KEGG RCLASS (класс реакции) и KEGG ENZYME 
(номенклатура ферментов). KEGG RPAIR пред-
ставляет собой набор моделей трансформации 
биохимических структур (образцы RDM) для пар 
субстрат-продукт (пары реагентов) в KEGG 
REACTION. Все эти данные объединены в базу 
данных LIGAND.  

Базы данных путей и геномов BioCyc – 
это коллекция из более чем 17043 баз данных о 
геномах эукариотических и прокариотических 
видов, чьи геномы уже секвенированы, которая 
фокусируется на метаболических путях, перво-
начально сформированных исследовательской 
группой по биоинформатике SRI International. 
Данные в BioCyc создаются программным обес-
печением, которое идентифицирует метаболи-
ческие пути целых видов, а также предсказывает 
опероны и кодирующие гены для отсутствующих 
ферментов в метаболических путях. BioCyc 
включает информацию о генных онтологиях и 
свойствах белка из других баз данных биоин-
форматики, таких как UniProt. Сайт BioCyc пред-
лагает набор инструментов для изучения и визу-
ализации данных сравнительной геномики.  

BioCyc включает базу данных MetaCyc (или 
«Метаболическую энциклопедию») – самую боль-
шую коллекцию метаболических путей и фермен-
тов, доступных в настоящее время. Эта база хра-
нит информацию о более чем 2600 метаболиче-
ских путях первичного и вторичного метаболизма с 
указанием соответствующих соединений, фермен-
тов и генов [28]. Эта база данных поддерживается 
группой Питера Карпа в Стэнфордском исследова-
тельском институте с 1999 г. и свободно доступна 
по адресу http://metacyc.org/. Как и в случае с 
KEGG, большинство запросов MetaCyc или опера-
ций просмотра дают богатую и красочную коллек-
цию гиперссылочных фигур, путей, химических 
структур, реакций, названий ферментов, ссылок и 
данных последовательности белков и генов.  

http://metacyc.org/
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Рис. 2. Анализ путей метаболизма ароматических соединений в KEGG (А) и расположение соответствующих генов  
в геноме Staphylococcus warneri (Б) 

 

Fig. 2. Analysis of the metabolic pathway of aromatic compounds in KEGG (A) and the corresponding genes location  
in Staphylococcus warneri (B) genome 

 
MetaCyc отображает информацию о метабо-

лических путях с разной степенью разрешения, 
что позволяет пользователям в интерактивном 
режиме увеличивать диаграмму реакции для бо-
лее детального просмотра и более подробных 
аннотаций путей. 

В отличие от большинства других баз данных 
метаболических путей MetaCyc предоставляет 
более подробную информацию о ферментах, 
включая данные о специфичности субстрата, 
кинетических свойствах, активаторах, ингибито-
рах, требованиях к кофактору и ссылки на базы 
данных о последовательности и структуре бел-
ков. Охватывая метаболические данные для 
очень многих организмов, база данных MetaCyc 
поддерживает специфичные для организма за-
просы и отображает эту таксономическую ин-
формацию в своих проиллюстрированных путях 
через имена генов и ферментов. MetaCyc может 
использоваться для нескольких научных целей: 
предоставлять справочные данные для компью-
терного прогнозирования метаболических путей 
организмов из их секвенированных геномов, 
поддерживать метаболическую инженерию, об-
легчать сравнение биохимических сетей и слу-
жить в качестве энциклопедии метаболизма.  

Базы данных KEGG или BioCyc являются 
общими, предоставляя данные из очень разных 
источников и различных областей исследований. 
Большой спектр доступных данных делает их 
обработку более трудоемкой и обусловливает 
необходимость в постоянных процедурах филь-

трации. Существенный прогресс в биоремедиа-
ции могла бы обеспечить разработка специали-
зированных информационных систем, которая 
включала данные об организмах, несущих гены 
биодеградации либо продуцирующих биосур-
фактанты, а также результаты экспериментов по 
биоремедиации с конкретными показателями 
эффективности обработки загрязнителей дан-
ными организмами.  

Базы данных, специализированные для 
использования в биоремедиации. В послед-
ние десятилетия разработано несколько биоин-
формационных инструментов, нацеленных на 
использование их в области биодеградации. Од-
ним из ярких примеров таких проектов стала 
«База данных Университета Миннесоты по био-
катализу/биодеградации (University of Minnesota 
Biocatalysis/ Biodegradation Database, UM-BBD)». 
В 2014 г. права UM-BBD перешли к Eawag, 
Швейцарскому федеральному институту водных 
наук и технологий, и у базы данных появилось 
новое название – «База данных биокатали-
за/биодеградации EAWAG-BBD». Эта база явля-
ется основным источником информации о мик-
робных биокаталитических реакциях и способах 
биодеградации ксенобиотических соединений [3]. 
Каждая реакция или метаболический путь в этой 
базе представлены в виде информации о стар-
товых и промежуточных соединениях, организ-
мах, которые трансформируют соединения, гены 
и ферменты, вовлеченные в процесс. Эта база 
данных связана с несколькими другими, включая 
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ExPASy, BRENDA, Enzyme и NCBI, для предо-
ставления информации, описывающей гены и 
ферменты, которые участвуют в деградации ксе-
нобиотических соединений.  

База данных BioSurfDB (www.biosurfdb.org) 
построена как ответ на вышеупомянутые про-
блемы [45]. Она не только содержит важные 
данные в поддержку исследований биосурфак-
тантов и/или биодеградации, но также сочетает в 
себе набор специализированных инструментов, 
позволяющих эффективным образом проводить 
конкретный метагеномный анализ. Основная 
цель этого инструмента состоит в том, чтобы 
поддержать выявление закономерностей таксо-
номического и функционального разнообразия 
микробных сообществ, а также новых генов, 
участвующих в деградации производства угле-
водородов и поверхностно-активных веществ, 
которые имеют потенциал для развития страте-
гии биоремедиации. 

Базы данных для прогнозирования ме-
таболических путей деградации углеводо-
родов. Метаболические модели в масштабе ге-
нома могут использоваться не только для пони-
мания путей деградации ксенобиотиков, но также 
позволяют прогнозировать фенотип организма 
по последовательности его генома, предсказы-
вать реакции микроорганизмов на различные 
генетические или экологические стрессоры. Ре-
конструкция метаболических путей de novo ос-
нована на сравнении аннотированных генов с 
известными у родственных микроорганизмов, а 
также с помощью уже известных правил химиче-
ского превращения [46, 47]. Эти инструменты 
учитывают множество факторов, включая спе-
цифичность субстрата, сайты связывания или 
механизмы реакции ферментов, структурные 
изменения в парах субстрат–продукт и длину 
пути от субстрата к продукту [46].  

Несколько систем прогнозирования метабо-
лических путей были разработаны также для 
предсказания путей биодеградации ксенобиоти-
ческих соединений в почве [48]. Большинство 
систем прогнозирования является платным, но 
некоторые веб-серверы, такие как enviPath и 
PathPred, доступны [32, 33]. 

Система прогнозирования пути enviPath («Пу-
ти биотрансформации загрязнителей окружаю-
щей среды», https://envipath.org/) предсказывает 
маршруты биодеградации, основанные на до-
ступных правилах биотрансформации, получен-
ных из реакций, накопленных в базе данных 
EAWAG-BBD или в каких-либо публикациях 
[например, 3, 49]. При обязательной регистрации 
enviPath можно использовать для разработки 
конкретных биохимических маршрутов и персо-
нальных баз данных с данными биотрансформа-
ции, а также для прогнозирования новых катабо-
лических путей. Ресурс может выделить иниции-
рующие типы реакций, возникающих в аэробных 
средах, которые в некоторых случаях приводят к 

полной минерализации загрязняющего вещества, 
хотя он не определяет термодинамическую осу-
ществимость предлагаемых путей или специфи-
ческих ферментов, которые катализируют пред-
лагаемые реакции. 

Система прогнозирования PathPred (http://www. 
genome.jp/tools/pathpred/) использует данные, 
полученные из Киотской энциклопедии генов и 
геномов (KEGG) [32]. Сервер PathPred обеспечи-
вает прогноз новых и альтернативных реакций 
независимо от того, известны ли ферменты для 
этих реакций или нет. Если фермент неизвестен, 
пользователи могут применить инструмент  
E-zyme (http://www.genome.jp/tools/e-zyme/), что-
бы назначить возможный номер EC (вплоть до 
подкласса EC). После присвоения номеров EC 
можно также искать предполагаемые гены в гено-
ме на основе сходства последовательностей из-
вестных генов с одним и тем же подклассом ЕС 
[32]. PathPred предсказывает вероятные катали-
зируемые ферментами пути метаболизма ксено-
биотика, выбранного в качестве запроса, и отоб-
ражает все последовательно проходящие реак-
ции в виде дерева. 

Существует несколько удобных для пользо-
вателя методов подачи запроса: химическое со-
единение может быть введено либо в формате 
файла MDL mol, либо в формате SMILES, либо с 
помощью идентификатора соединения KEGG. 
Пользователи могут выбрать один из эталонных 
путей в соответствии с их назначением. В случае 
эталонного пути биодеградации ксенобиотиков 
пользователь должен употребить в качестве за-
проса соединение для биодеградации, тогда как 
в случае эталонного пути биосинтеза вторичных 
метаболитов запрос должен быть конечным про-
дуктом биосинтеза. PathPred содержит эталон-
ные пути не только для микробной биодеграда-
ции соединений, но и для биосинтеза вторичных 
метаболитов растений.  

MetaRouter – система для поддержки разно-
родной информации, связанной с биоремедиа-
цией, в рамках которой можно выполнять запро-
сы, администрирование и анализ (применение 
методов для извлечения новых знаний) [50]. 
MetaRouter – это приложение, предназначенное 
для лабораторий, работающих в области биоде-
градации и биовосстановления, которым необ-
ходимо вести и просматривать публичные и 
частные данные, связанные внутри и с внешни-
ми базами данных, и извлекать из них новую 
информацию. В число функций сбора данных вхо-
дит программа определения путей биологического 
разложения химических соединений в соответ-
ствии с заданным набором ограничений и требо-
ваний. На веб-сайте  MetaRouter  (http://pdg.cnb.ua 
m.es/biodeg_net/MetaRouter) доступны примеры 
путей биоразложения, документация системы с 
полным описанием ее возможностей и инфор-
мация о том, как получить доступ к системе. Они 
предоставляеют информацию о химических 

http://www.biosurfdb.org/
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структурах в визуализированном формате (PBD, 
SMILE, физико-химические свойства молекуляр-
ной массы). 

Веб-сервис «От метаболита к метаболи-
ту» (http://fmm.mbc.nctu.edu.tw/) – удобная для 
пользователя система идентификации метабо-
лических путей, находящаяся в свободном до-
ступе, с помощью которой можно искать возмож-
ные пути между известными входными и выход-
ными соединениями [30]. Данный веб-сервис полу-
чает информацию о реакциях и ферментах на осно-
ве баз данных KEGG/LIGAND и KEGG/PATHWAY 
для формирования интегрированной карты метабо-
лического пути. Выявленные пути обычно встре-
чаются не только на одной карте, но и сложным 
образом на нескольких картах. Выбираются, как 
правило, карты маршрутов, содержащие боль-
шое число путей, а карты маршрутов, имеющие 
только одну реакцию, исключаются. Сервис 
идентифицирует соответствующие гены, орга-
низмы и информацию о названии генов, номерах 
ферментов и видоспецифичности ферментов. 
Информацию можно получить из баз данных 
таксономии UniprotKB/Swiss-prot и NCBI. Недо-
статком этой системы является то, что она огра-
ничена путями, которые присутствуют в структу-
ре KEGG, и для целей биоремедиации можно 
искать метаболические пути только тех ксено-
биотических соединений, информация о которых 
доступна в базе данных KEGG. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Имеющиеся сегодня базы данных секвени-

рованных геномов все активнее используются 
для вынесения экспертных заключений, что спо-
собствовует не только прогрессу в биоремедиа-
ции, но и генерации новых идей для проведения 
биоремедиационных мероприятий. С каждым 
годом мы видим значительный прогресс в раз-
работке различных биоинформационных ресур-
сов баз, программного обеспечения и вычисли-
тельных моделей для изучения микробных про-

цессов. Однако методы in silico еще недостаточ-
но используются для решения проблем, связан-
ных с биоремедиацией. Одна из причин этого – 
отсутствие единой удобной для пользователя 
специализированной платформы, которая 
предоставляла бы все инструменты и базы дан-
ных в области биоинформатики для анализа 
данных и моделей реконструкции метаболиче-
ских путей, непосредственно связанных с иссле-
дованиями в биоремедиации. Это задача требу-
ет координации со стороны ученых, работающих 
в различных лабораториях, обмена данными, а 
также обновления самих баз данных. При разра-
ботке инструментов, программного обеспечения 
и программ для биоинформатики необходимо 
иметь в виду, что конечный пользователь (био-
лог) может плохо разбираться в программном 
обеспечении. Кроме того, эти программные ин-
струменты должны быть доступны через Интер-
нет, учитывая глобальное распространение 
научно-исследовательского сообщества.  

Будущее развитие биоинформационных ре-
сурсов, нацеленных на биоремедиацию, может 
быть сосредоточено на следующих направлениях:  

1) расширение текущих данных дополни-
тельной информацией о путях (механизмах) 
биоремедиации;  

2) стандартизация протоколов для сбора, 
анализа, объединения и передачи данных;  

3) интеграция данных, полученных с помо-
щью омиксных подходов (данные метагеномики 
(функциональные), транскриптомики, про-
теомики и метаболомики), что позволит иссле-
дователям получить более четкое и полное по-
нимание путей биоремедиации;  

4) наличие автоматической проверки точно-
сти и правильности данных; 

5) создание платформы для анализа мета-
болических сетей, состоящих из нескольких мик-
роорганизмов, входящих в заданный бактери-
альный консорциум. 
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Резюме: В целях создания ресурсосберегающих биотехнологий глубокой переработки зернового 
сырья актуальным является поиск эффективного способа получения концентрированного зерно-
вого сусла для спиртового производства. Чтобы обеспечить качественные показатели биохими-
ческого состава и реологических свойств концентрированного сусла, необходим подбор опти-
мальных ферментных систем и условий глубокой конверсии высокомолекулярных полимеров зерна. 
Проведенными ранее исследованиями доказана эффективность применения карбогидраз для обра-
ботки зернового сырья. Однако практически отсутствуют данные, касающиеся изучения ката-
литического действия фитазы, в том числе в комплексе с другими гидролитическими фермента-
ми, на степень гидролиза полимеров зернового сырья при приготовлении концентрированного 
сусла. В настоящей работе показано влияние протеаз и фитаз в составе мультиэнзимной компо-
зиции, а также условий ферментативной обработки сырья, на реологические и биохимические по-
казатели концентрированного зернового сусла. В качестве объектов исследования были пшеница, 
рожь и кукуруза Установлено, что синергизм совместного действия исследованных гидролаз, в 
том числе фитолитических и протеолитических ферментов, способствовал повышению степени 
конверсии полимеров данного зернового сырья и увеличению концентрации растворимых сухих 
веществ сусла в 1,5 раза. Использование в составе мультиэнзимного комплекса протеаз и фитаз 
позволило увеличить в сусле концентрацию: глюкозы – в 1,2–1,3 раза; аминного азота – в 1,5–2,2 
раза; ионов фосфора – в 1,4–4,3 раза. При этом в опытных вариантах сусла содержание аминокис-
лот в свободной форме увеличилось более чем в 4 раза. Показано, что подготовка зернового сы-
рья при температуре 80–90 ºС в течение 6 ч и продолжительности осахаривания в течение 1–2 ч 
с использованием полного комплекса ферментов, содержащего α-амилазу, глюкоамилазу, ксилана-
зу, протеазу и фитазу, позволяет получить концентрированное зерновое сусло с содержанием 
сухих веществ более 30%. При этом отмечено существенное снижение вязкости (особенно ржа-
ного сусла – в 1,3–1,9 раза). Результаты исследований подтвердили важную роль ферментов, 
проявляющих субстратную специфичность по отношению к белковым и фитиновым полимерам 
зернового сырья.  
 

Ключевые слова: протеазы, фитазы, зерновое сусло, углеводы, фосфаты, аминокислоты, муль-
тиэнзимная композиция 
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Abstract: Development of sustainable biotechnologies for deep processing of grain raw materials requires 
effective mechanisms of obtaining strong wort for alcohol production. To provide qualitative characteristics of 
biochemical composition and rheological properties of strong wort, it is necessary to select optimal enzyme 
systems and conditions for deep conversion of high-molecular weight polymers of the grain. Previous re-
search has proven the efficiency of carbohydrases for processing grain raw materials. However, there is little 
evidence on the catalytic effect of phytase, including in combination with other hydrolytic enzymes, on the 
degree of hydrolysis of polymers in grain raw materials when preparing strong wort. This paper demonstrates 
the effect of proteases and phytases in a multi-enzyme composition, as well as the conditions of enzymatic 
processing of raw materials, on the rheological and biochemical parameters of strong wort. Wheat, rye and 
corn were investigated. The synergism of the combined effect of studied hydrolases, including phytolytic and 
proteolytic enzymes, contributed to an increase in polymer conversion in this grain raw material and the con-
centration of soluble dry substances of the wort by 1.5 times. Using the proteases and phytases in the multi-
enzyme composition allowed the concentration of the following components in the wort to be increased: glu-
cose – by 1.2–1.3 times; amine nitrogen – by 1.5–2.2 times; phosphorus ions – by 1.4–4.3 times. Additional-
ly, in the wort samples, the content of amino acids in the free form increased by over 4 times. It is shown that 
the pretreatment of grain raw materials at a temperature of 80–90ºС for 6 hours and saccharification for 1–2 hours 
using a complete complex of enzymes containing α-amylase, glucoamylase, xylanase, protease and 
phytase, allows a strong wort with a dry matter content of over 30% to be obtained. Moreover, a significant 
decrease in viscosity was noted (particularly for rye wort – by 1.3–1.9 times). Our results confirm the essen-
tial role of enzymes exhibiting substrate specificity to protein and phytic polymers in grain raw materials.  
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ВВЕДЕНИЕ 
Создание ресурсосберегающих биотехнологий 

производства спирта предусматривает прежде 
всего разработку эффективных способов подго-
товки зернового сырья для получения концентри-
рованного сусла [1–4].  

В настоящее время для получения этилового 
спирта по традиционной технологии используют 
зерновые среды, содержащие 18–22% раствори-
мых сухих веществ. В результате их сбраживания 
образуется большое количество отхода производ-
ства – зерновой барды, которое более чем в 10 раз 
превышает объем целевого продукта – этанола. С 
целью снижения образования отходов необходимо 
повысить концентрацию перерабатываемого зер-
нового сусла [1, 5, 6]. Проблема при этом заключа-
ется в том, что для приготовления качественного 
концентрированного сусла необходимо подобрать 
мультэнзимную композицию и разработать усло-
вия ее биокаталитического действия, обеспечива-
ющие глубокий гидролиз всех полимеров зерново-
го сырья до ассимилируемых дрожжами углеводов 
и аминокислот. В работах ряда исследователей 
показана возможность повышения концентрации 
сухих веществ зернового сусла с использованием 
комплекса ферментов, катализирующих гидролиз 
крахмала, некрахмальных полисахаридов и белка. 
Однако при достижении концентрации сухих ве-
ществ сусла боьше 25–28% существенно повыша-
лась вязкость и снижались его качественные пока-
затели, что негативно сказывалось на процессе 

спиртового брожения [1, 5–9]. По-видимому, авто-
ры не учитывали содержащиеся в зерне фитино-
вую кислоту или ее соли, являющиеся основным 
источником фосфора, которые представляют со-
бой хелатные металлоорганические соединения, 
связывающие не только ионы минеральных ве-
ществ, но и образующие устойчивые углеводные и 
протеин-фитатные комплексы, что может негатив-
но сказываться на обеспеченности дрожжей мине-
ральным питанием [10–13]. По данным исследова-
телей, применение фитолитических ферментов 
способствует распаду фитиновых соединений, вы-
свобождению фосфора и других микроэлементов, 
что должно приводить к повышению качества зер-
нового сусла, активизации жизнедеятельности 
спиртовых дрожжей [14–18]. Однако практически 
отсутствуют данные, касающиеся исследований 
каталитического действия фитазы, в том числе в 
комплексе с другими гидролитическими фермен-
тами, на полимеры зернового сырья при приготов-
лении концентрированного сусла. Недостаточно 
изучено влияние условий ферментативной обра-
ботки зерна на биохимический состав и реологиче-
ские свойства концентрированного сусла, содер-
жащего более 30% сухих веществ. 

Цель настоящих исследований состояла в 
подборе мультиэнзимной композиции, содержа-
щей ферменты фитолитического действия, а также 
условий ферментативной обработки сырья на ка-
чество концентрированного зернового сусла.  
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
В качестве объектов для исследовательской 

работы были выбраны пшеница, рожь и кукуруза 
как наиболее широко применяемые в спиртовом 
производстве зерновые культуры. В целях декс-
тринизации и осахаривания крахмала были рас-
смотрены ферментные препараты (ФП) – источни-
ки α-амилазы и глюкоамилазы; для гидролиза кси-
ланов и гемицеллюлозы – ксиланазы; для конвер-
сии белковых веществ – протеазы; для деструкции 
фитиновых веществ – фитазы [1, 5, 6]. 

Переработку зернового сырья осуществляли 
по ферментативно-гидролитической схеме при 
температуре 60–90 ºС и гидромодуле 1:1,8 [1, 6–8]. 
В зависимости от поставленных задач и стадии 
приготовления сусла варьировали составом фер-
ментов. В контрольных вариантах сусла мультиэн-
зимная композиция включала следующие фер-
ментные препараты: ФП-1 – как источник бактери-
альной термостабильной α-амилазы; ФП-2 – ис-
точник ксиланазы; ФП-3 – грибной α-амилазы;  
ФП-4 – глюкоамилазы. В опытных вариантах наря-
ду с ферментами амилолитического, глюкоами-
лазного и ксиланазного действия для протеолиза 
белков дополнительно вводили препарат ФП-5 как 
источник кислой протеазы, а для гидролиза фити-
новых веществ – ФП-6, содержащий фитазу.  

Ферментативную активность ФП определяли 
стандартными методами:  

– амилолитическую (АС) и глюкоамилазную 
(ГлС) – по ГОСТ Р 54430-2011;  

– протеолитическую (ПС) – по ГОСТ Р 53974-
2010;  

– ксиланолитическую (КС) – по ГОСТ Р 55302-
2012;  

– фитолитическую (ФС) – по ГОСТ 31487-2012.  
Состав основных полимеров зерна, содержа-

ние растворимых сухих (РСВ) и редуцирующих 
(РВ) веществ зернового сусла определяли в со-
ответствии с инструкцией технохимического кон-
троля спиртового производства

1
; концентрацию 

аминного азота (NH2
+
) – медным способом

2
; со-

держание глюкозы и мальтозы – методом ВЭЖХ 
на хроматографе Shimadzu LC-20 (Япония) [19]; 

концентрацию ионов фосфора – методом капил-
лярного электрофореза с применением системы 
серии PrinCE-560 (Нидерланды), оснащенной 
кондуктометрическим детектором [20].  Динами-
ческую вязкость зернового сусла определяли на 
синусоидальном вибрационном вискозиметре 
SV-10 (A&D Company Limited, Япония) с про-
граммным обеспечением Win-CT Viscosity мето-
дом вибрационной вискозиметрии [21]. Концен-
трацию аминокислот в зерновом сусле исследо-
вали на аминокислотном анализаторе Knauer 
Eurochrom 2000 с последующим детектировани-
ем компонентов спектрофотометрическим детек-
тором Smartline UV Detector 2500 (Германия) [5]. 

Статистическую обработку полученных экс-
периментальных данных не менее чем в 3-х по-
вторностях осуществляли методом однофактор-
ного дисперсионного анализа с апостриорным 
критерием Тьюки при р<0,05 с использованием 
программы Statistica 6.0. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Проведены сравнительные исследования со-

става основных полимеров, содержащихся в ис-
ходном пшеничном, кукурузном и ржаном сырье, 
используемом для приготовления сусла (табл. 1). 
Результаты исследований подтвердили полу-
ченные ранее данные, что рожь отличалась 
наиболее высоким содержанием гемицеллюлоз, 
кукуруза – крахмала и фитатов, количество кото-
рых практически в 2 раза превосходило показа-
тели пшеничного и ржаного зерна [15, 16, 22].  

Исследовано влияние мультиэнзимных ком-
позиций, содержащих ферменты с различной 
субстратной специфичностью, и длительности 
процесса на степень гидролиза полисахаридов, 
белковых и фитиновых веществ и образование в 
концентрированном сусле растворимых углево-
дов (РВ), в том числе мальтозы и глюкозы, 
аминного азота и фосфатов. Алгоритм получе-
ния концентрированного зернового сусла с ис-
пользованием исследуемых ФП представлен  
на рис. 1. 

 
 

Таблица 1. Состав основных полимеров зернового сырья 
 

Table 1. Composition of the main polymers of grain raw materials 
 

Зерновое сырье 
Состав полимеров, % 

Крахмал Гемицеллюлозы Белки Фитаты 

   Пшеница 59,5±2,9 4,3±0,2 12,5±0,5 1,2±0,03 
   Кукуруза 65,4±3,2 3,0±0,1 10,3±0,4 2,2±0,09 
   Рожь 57,1+2,8 10,8±0,4 11,9+0,5 1,1+0,05 

Значения представлены в виде средних ± стандартное отклонение. 
   

1
Фирсов Н.Н. Микробиология: словарь терминов. М.: Дрофа, 2006. 256 с. 

2
Гребенщикова А.В. Подбор условий культивирования для бактерий рода Bacillus // Труды молодых 

ученых Алтайского государственного университета: материалы VII региональной молодежной кон-
ференции «Мой выбор – наука», XLVII научной конференции студентов, магистрантов, аспирантов и 
учащихся лицейных классов. Вып. 17. Барнаул: Изд-во Алтайского университета, 2020. С. 3–5. 
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Рис. 1. Алгоритм ферментативно-гидролитического приготовления концентрированного зернового сусла (30% РСВ) 
 

Fig. 1. Algorithm of enzymatic-hydrolytic preparation of concentrated grain wort (30% RSV) 

 
Расход ФП осуществляли в соответствии с по-

добранными ранее дозировками [5, 7, 18]. Во всех 
вариантах приготовления сусла I-ая и II-ая стадии 
ферментативно-гидролитической обработки зерно-
вого сырья не различались (см. рис. 1). На I-й ста-
дии с целью получения водно-мучного замеса (гид-
ромодуль 1:1,8) вводили ФП-1 для разжижения и 
декстринизации крахмала в дозировке 0,9 ед. АС/г 
крахмала, и ФП-2 – в дозировке 0,3–0,7 ед. КС/г сы-
рья (табл. 2). При дозировании ФП-2 учитывали, что 
наиболее высокое содержание некрахмальных поли-
сахаридов отмечено в ржаном сырье (см. табл. 1).  

Остальные ферментные препараты (ФП-3 – 
грибная α-амилаза, ФП-4 – глюкоамилаза, ФП-5 
– протеаза, ФП-6 – фитаза) использовали на IV-й 
стадии (см. рис. 1, табл. 2). В контрольных вари-
антах в составе мультиэнзимных комплексов от-
сутствовали ферменты протеолитического и фи-
толитического действия. III-ая и IV-ая стадии 
приготовления сусла различались продолжи-
тельностью инкубации (табл. 3).  

По окончании IV-й стадии получены образцы 
опытных и контрольных вариантов зернового 
сусла, содержащего 29,8–32,8% растворимых 
сухих веществ, что в 1,5 раза превышало кон-

центрацию сусла, приготовленного по классиче-
ской технологии и содержащего 18–22% РСВ 
[2, 3]. Образцы сусла различались степенью кон-
версии полимеров в зависимости от длительно-
сти III-й и IV-й стадий ферментативно-гидроли-
тической обработки сырья, а также от состава 
использованных ферментов (см. рис. 1, табл. 3). 

Установлено, что длительная температурно-
гидролитическая подготовка зернового замеса в 
течение 4-х ч (III-я стадия) и использование муль-
тиэнзимной композиции, содержащей в своем со-
ставе наряду с амилазами и ксиланазами фермен-
ты, катализирующие гидролиз белковых и фитино-
вых веществ, способствовало повышению содер-
жания в сусле не только растворимых сухих и ре-
дуцирующих веществ, аминного азота, но и асси-
милируемых дрожжами глюкозы и мальтозы, ами-
нокислот в свободной форме и фосфатов (рис. 2, 
см. табл. 3). При увеличении длительности фер-
ментативно-гидролитической обработки зернового 
замеса наблюдалось заметное снижение вязкости, 
особенно в ржаном сусле – в 1,4 раза (см. табл. 3), 
что, по-видимому, связано с более высоким со-
держанием в сырье гемицеллюлоз [17].  

 

Таблица 2. Характеристика и расход ферментных препаратов  

для биокаталитической конверсии полимеров пшеничного, кукурузного и ржаного сусла 
 

Table 2. Characteristics and consumption of enzymes  

for biocatalytic conversion of wheat, corn and rye wort polymers 
 

Шифр ферментного препарата,  
основной фермент 

*Активность 
фермента, 

ед./см3 

Расход  
фермента 

Пшеница Кукуруза Рожь 

Дозировка фермента 

ФП-1 (Amylex, «Genencor», США),  
термостабильная α-амилаза 

1980+70 
ед. АС/г  

крахмала 
0,9 0,9 0,9 

ФП-2 (Tegazyme, «Genencor», США), 
ксиланаза 

3600+150 ед. КС/г сырья 0,5 0,3 0,7 

ФП-3 (Амилоризин, ВНИИПБТ, РФ), 
грибная α-амилаза 

2500+100 
ед. АС/г  

крахмала 
0,9 0,9 0,9 

ФП-4 (Diazyme X5, «Genencor», США), 
глюкоамилаза 

8000+350 
ед. ГлС/г  
крахмала 

15,0 15,0 15,0 

ФП-5 (Протооризин, ВНИИПБТ, РФ), 
протеаза 

640+30 ед. ПС/г сырья 0,4 0,4 0,4 

ФП-6 (Phytaflow, Novozymes, Дания), 
фитаза 

30000+1100 ед. ФС/г сырья 2,0 2,0 2,0 

*Значения представлены в виде средних ± стандартное отклонение. 

III стадия  (разваривание) – 88-90°С, 60 мин. и 240 мин. 

IV стадия (осахаривание) – 56-60°С, 60 и 120 мин. 

ФП-2 ФП-3 

ФП-5 ФП-6 

ФП-4 

II стадия (разжижение и декстринизация) – 80-83°С, 120 мин. 

I стадия (замес) –  60°С, 30 мин. ФП-2 ФП-1 
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Таблица 3. Физико-химическая характеристика пшеничного, кукурузного и ржаного сусла 
 

Table 3. Physical and chemical characteristics of wheat, corn and rye wort 
 

Вариант 
Длительность 

стадии, ч 
Вязкость, 

мПа·с 
РСВ, % 

Содержание углеводов, % Аминный 
азот, мг% 

Ионы 
фосфора, 

мг/дм3 III ст. IV ст. РВ глюкоза мальтоза 

Пшеница 

Опыт 

1 1 31,2+1,5 29,8+1,4 24,3+1,2 14,0+0,7 9,4+0,5 78,4+3,9 1739,0+87,0 

1 2 29,0+1,4 30,5+1,5 25,1+1,3 15,1+0,8 9,0+0,4 84,7+4,1 2262,1+113,1 

4 1 30,0+1,5 31,5+1,6 26,2+1,3 16,9+0,7 8,4+0,3 86,4+4,3 2395,5+119,8 

4 2 28,5+1,4 32,3+1,7 28,1+1,4 18,9+0,9 8,0+0,3 92,5+4,5 2840,0+142,0 

Контроль 4 2 35,4+1,8 31,4+1,5 25,0+1,2 15,7+0,6 8,1+0,3 41,8+4,0 987,2+49,4 

Кукуруза 

Опыт 

1 1 38,4+1,9 30,4+1,5 25,8+1,3 15,0+0,7 8,4+0,3 57,2+2,8 964,2+48,2 

1 2 35,0+1,8 31,0+1,5 26,9+1,4 16,3+0,8 7,8+0,4 64,7+3,1 1230,2+61,5 

4 1 34,0+1,7 31,9+1,7 27,8+1,3 16,9+0,8 7,7+0,3 69,6+3,8 1389,4+69,5 

4 2 30,0+1,5 32,8+1,6 30,1+1,5 19,7+0,9 7,4+0,2 72,4+4,2 1401,7+70,2 

Контроль 4 2 40,4+2,0 31,2+1,4 27,0+1,4 16,4+0,8 8,2+0,4 38,2+1,9 324,2+16,2 

Рожь 

Опыт 

1 1 233,5+11,7 30,0+1,5 23,0+1,1 7,3+0,4 13,8+0,7 80,6+4,0 1497,0+74,9 

1 2 183,0+9,4 30,4+1,5 23,9+1,2 8,5+0,5 13,4+0,6 86,2+4,3 1581,6+79,1 

4 1 220,1+11,2 30,6+1,5 23,2+1,0 9,7+0,5 12,4+0,6 88,1+4,4 1590,1+79,2 

4 2 168,0+8,6 30,9+1,5 25,1+1,4 11,5+0,6 12,0+0,5 95,9+4,9 1653,0+76,3 

Контроль 4 2 310,9+15,2 30,2+1,4 23,8+1,2 9,1+0,5 12,3+0,6 43,2+4,1 1084,7+55,1 

Значения представлены в виде средних ± стандартное отклонение. 

 

 
 

Рис. 2. Влияние механико-ферментативной обработки 
пшеничного, кукурузного и ржаного сусла на образование 
свободных аминокислот 
 

Fig. 2. Effect of mechanical-enzymatic treatment of wheat, 
corn and rye wort on free amino acids formation 

 
Более существенно на физико-химические ха-

рактеристики концентрированного сусла влиял со-
став ферментного комплекса. Использование в 
составе мультиэнзимной композиции протеаз и 
фитаз позволило увеличить концентрацию глюко-
зы в 1,2–1,3 раза, аминного азота – в 1,5–2,2 раза, 
а ионов фосфора – в 1,4–4,3 раза. Полученное 
концентрированное сусло имело хорошие реоло-
гические свойства: вязкость пшеничного и кукуруз-
ного сусла снизилась в 1,2–1,3 раза, а ржаного – в 
1,9 раза по сравнению с контрольными вариантами.  

В опытных вариантах сусла отмечена также и 
более высокая степень гидролиза белка с обра-
зованием свободных аминокислот, ассимилиру-
емых дрожжами, концентрация которых увели-
чилась более чем в 4 раза по сравнению с кон-
тролем (см. рис. 2).  

Таким образом, подготовка зернового сырья при 
температуре 80–90 ºС в течение 6 ч. (II-ая + III-я 
стадии) и продолжительности осахаривания в тече-

ние 1–2-х ч с использованием полного комплекса 
ферментов, содержащего ферменты амилолитиче-
ского, ксиланолитического, протеолитического и 
фитазного действия, позволяет получить концен-
трированное зерновое сусло (более 30% РСВ) с 
наиболее низкой вязкостью и высоким содержанием 
растворимых углеводов, свободных аминокислот и 
ионов фосфора. 

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
В результате проведенных исследований по-

казано, что подобранный мультиэнзимный ком-
плекс обеспечивает глубокий гидролиз высоко-
молекулярных полимеров зернового сырья: по-
лисахаридов – с образованием моно- и ди-
сахаров; белков – с накоплением аминного азота 
и свободных аминокислот; фитиновых веществ – 
с высвобождением фосфатов в биодоступной 
форме, и позволяет получить концентрирован-
ное сусло с содержанием РСВ более 30%, что в 
1,5 раза превышало концентрацию сусла, приго-
товленного по классической технологии и содер-
жащего 18–22% РСВ [2, 3, 17].  

Установлено, что совместное действие ис-
следованных гидролаз способствовало не только 
повышению степени конверсии полимеров зер-
нового сырья, но и улучшению реологических 
свойств концентрированного сусла. Известно, что 
содержащиеся в зерне гемицеллюлозы оказывают 
негативное влияние на реологические свойства 
зернового сусла, что затрудняет атакуемость 
крахмала амилолитическими ферментами, приво-
дит к снижению качественных показателей сусла и 
замедлению процесса брожения [5]. В проведен-
ных ранее исследованиях была доказана воз-
можность существенного снижения вязкости сус-
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ла в результате биокаталитической конверсии 
ксиланов [4, 5, 17]. Итоги данных исследований 
показали, что при подготовке концентрированно-
го сусла дополнительное включение в состав 
комплекса фитазы и протеазы способствовало 
еще большему снижению вязкости пшеничного и 
кукурузного сусла – в 1,2–1,3 раза, ржаного – в 
1,9 раза, что, по-видимому, связано с синергиз-
мом действия ферментов [17]. 

Показано, что выбранные параметры фер-
ментативно-гидролитической подготовки сырья и 
длительность процесса (температуре 80–90 ºС в 
течение 6 ч и продолжительность осахаривания 
в течение 1–2-х ч с использованием полного 

комплекса ферментов) позволили максимально 
повысить концентрацию растворимых сухих ве-
ществ и степень гидролиза полисахаридов, бел-
ков и фитина в концентрированном зерновом 
сусле.  

Таким образом, подобран состав мультиэн-
зимной композиции и условия ферментативно-
гидролитической обработки зернового сырья, 
обеспечивающие получение качественного кон-
центрированного сусла с хорошими реологиче-
скими свойствами и высоким содержанием рас-
творимых сухих веществ, углеводов, свободных 
аминокислот и ионов фосфора.  
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Разработка пробиотика для животных и аквакультуры 
на основе штаммов Bacillus toyonensis В-13249 

и Bacillus pumilus В-13250 
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г. Барнаул, Российская Федерация 

 

Резюме: Цель настоящего исследования – разработать пробиотик для животных и аквакультуры 
на основе штаммов Bacillus toyonensis В-13249 и Bacillus pumilus В-13250. Осуществлен подбор пи-
тательной среды для культивирования посевного материала данных микроорганизмов, а также 
проведен ряд ферментаций бактерий рода Bacillus в биологических реакторах емкостью 15 и 
250 л. Отработана технология получения готового пробиотика для животных и аквакультуры. 
Установлено, что L-бульон является наиболее оптимальной питательной средой для культиви-
рования изученных штаммов. В ходе культивирования штаммов B. toyonensis В-13249 и B. pumilus 
В-13250 в ферментерах выявлено, что спорообразование начинается через 4–8 ч ферментации. 
На ферментативной среде, в отличие от вегетативной, бациллы развивают более высокие оптиче-
скую плотность (максимальное значение у штамма B. pumilus – 2,400±0,149), значение pH (максималь-
ное значение у штамма B. toyonensis – 8,483±0,609) и титр (не менее 10

10
 КОЕ/г). Через 20–24 ч инку-

бирования оба штамма бацилл в ферментаторе почти полностью переходят в эндоспоры, это слу-
жит сигналом для начала центрифугирования биомассы. Получено: с 15-литрового ферментера – 
83,3±6,1 г концентрата, с 250-литрового – 499,8±51,4 г. Численность бацилл в концентрирован-
ном состоянии для обоих штаммов составила не менее 1·10

11 
КОЕ/г. Для получения готового пре-

парата бактериальные концентраты смешивали с мальтодекстрином до титра не менее 
1·10

10 
КОЕ/г. Численность бактерий в препарате проверяли в течение года ежемесячно, значение 

менее 1·10
10 

КОЕ/г не было зафиксировано. Таким образом, для выращивания материнской культу-
ры штаммов B. toyonensis В-13249 и B. pumilus В-13250 наиболее благоприятна L-среда, а для 
культивирования в ферментерах – ферментативная питательная среда. Срок хранения биопре-
парата на основе бацилл – не менее 12 мес., в течение которых сохраняется не только титр 
бактерий (не менее 1·10

10 
КОЕ/г) и их жизнеспособность, но также поликомпонентность, цвет и 

консистенция препарата. 
 

Ключевые слова: Bacillus pumilus, Bacillus toyonensis, аквакультура, пробиотики, ферментация 
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Development of a probiotic for animals and aquaculture  
based on Bacillus toyonensis B-13249  
and Bacillus pumilus B-13250 strains 
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Alena N. Irkitova, Dina E. Dudnik 

 

Altai State University, Engineering Center “Prombiotech”, 
Barnaul, Russian Federation, 

 

Abstract: This article aims to develop a probiotic for animals and aquaculture based on the Bacillus 
toyonensis B-13249 and Bacillus pumilus B-13250 strains. The selection of a nutrient medium was conduc-
ted for cultivating the inoculum of these microorganisms. Several bacteria fermentations of the Bacillus ge-
nus were performed in biological reactors with a capacity of 15 and 250 l. A technology for obtaining a fi-
nished probiotic for animals and aquaculture was developed. The results indicate that L-broth is the most 
optimal nutrient medium for cultivating the studied strains. The cultivation of B. toyonensis B-13249 and 
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B. pumilus B-13250 strains in fermenters revealed that sporulation begins after 4–8 hours of fermentation.  In 
contrast to the vegetative medium, the fermentative medium helped the bacilli develop a higher optical densi-
ty (the maximum value in the B. pumilus strain – 2.400±0.149), pH value (maximum value in the 
B. toyonensis strain – 8.483±0.609) and titer (at least 10

10
 CFU/g). After 20–24 hours of incubation, both 

strains of bacilli in the fermenter, almost completely pass into endospores, which serve as a signal for the 
start of biomass centrifugation. This was indicated by the following: from a 15 l fermenter – 83.3±6.1 g of 
concentrate, from a 250 l fermenter – 499.8±51.4 g. The number of bacilli in a concentrated state was at 
least 1·10

11
 CFU/g for both strains. Obtaining a finished preparation required mixing bacterial concentrates 

with maltodextrin to a titer of at least 1·10
10

 CFU/g. The number of bacteria in the preparation checked every 
month during the year, recorded no value less than 1·10

10
 CFU/g. Thus, L-broth is most favorable for grow-

ing the mother culture of the B. toyonensis B-13249 and B. pumilus B-13250 strains, and fermentative nutri-
ent medium – for the cultivation in fermenters. The expiry date of the bacilli-based biological preparation is at 
least 12 months, during which the drug’s polycomponence, color and consistency are preserved, in addition 
to the bacteria titer (at least 1·10

10
 CFU/g) and their viability. 
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ВВЕДЕНИЕ  
Микробные биопрепараты состоят из живых 

клеток или спор микроорганизмов, а также про-
дуктов их метаболизма, отобранных по полез-
ным и технологически ценным свойствам [1]. В 
последние годы увеличилось количество иссле-
дований, направленных на разработку биопре-
паратов, содержащих спорообразующие бакте-
рии рода Bacillus в качестве основы. Это обу-
словлено тем, что многие виды бацилл имеют 
особые свойства, которые дают возможность 
использовать их в качестве объектов для разра-
ботки бактериальных препаратов. К таким харак-
теристикам можно отнести: 

1) безопасность для человека и позвоночных 
животных (за исключением некоторых патоген-
ных представителей группы Bacillus cereus [2]); 

2) способность производить антимикробные 
вещества и различные токсины (бактерии рода 
Bacillus известны как активные антагонисты по 
отношению к различным патогенным микроорга-
низмам и вредителям сельского хозяйства [3–6]); 

3) способность к спорообразованию, благо-
даря которой увеличивается жизнеспособность и 
сохраняемость бацилл в окружающей среде [7] и 
непосредственно в препаратах, а также обеспе-
чивается высокая выживаемость клеток при раз-
личных технологических операциях (заморозка, 
сушка и пр.). 

Типовым видом р. Bacillus является B. sub-
tilis, который лучше всего изучен и поэтому чаще 
используется для производства биопрепаратов. 
Например, такие пробиотики, как Субтилис, Про-
ваген и Олин, содержащие штаммы вида B. sub-
tilis, способствуют увеличению рентабельности 
выращивания поросят на 12,8, 17,1 и 18,2% со-
ответственно [8]. В ходе экспериментов, прове-
денных иранскими учеными, было установлено, 

что у креветок, при выращивании которых при-
менялись пробиотические препараты на основе 
бацилл, наблюдался повышенный уровень вы-
живаемости, а также более эффективное усвое-
ние пищи [9]. Корейские исследователи устано-
вили, что штаммы B. subtilis KA1 и B. subtilis KA3 
улучшают усвоение пищи креветками Palaemon 
paucidens, а также способствуют их выживаемо-
сти при такой вирусной инфекции, как синдром 
белого пятна [10]. Ученые из Китая в ходе своих 
экспериментов доказали, что пробиотические 
бактерии B. coagulans ATCC 7050 в концентра-
ции 1·10

9 
КОЕ/г эффективнее всего действуют на 

морфологию кишечника, иммунный ответ и 
устойчивость к Vibrio parahaemolyticus у креветок 
Litopenaeus vannamei, а также улучшают их рост 
[11]. Иранские ученые показали, что пробиотиче-
ский штамм B. subtilis оказывает положительный 
эффект на микрофлору кишечника, рост и разви-
тие немого, или японского, перепела [12].  

Сегодня ученые стремятся расширить пул 
видов р. Bacillus, которые могут быть использо-
ваны в различных отраслях народного хозяй-
ства, поэтому активно изучают их безопасность и 
антагонистическую активность. Вид B. pumilus 
является продуцентом антибиотика амикума-
цин А, который обладает противомикробным 
действием в отношении таких патогенов челове-
ка и животных, как Helicobacter pylori, Leuconos-
toc mesenteriodes, Staphylococcus aureus, Myco-
bacterium smegmatis, Escherichia coli, St. epider-
midis [13, 14]. Авторами работы [15] было уста-
новлено, что штамм B. pumilus AQAHBS01 в со-
ставе пробиотика способен повышать иммунный 
ответ и устойчивость к Streptococcus agalactiae у 
нильской тилапии. Другой группой ученых было 
доказано, что штамм B. pumilus H2 имеет боль-
шой потенциал для профилактики и лечения 
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вибриоза рыб в аквакультуре [16]. В работе [17] 
продемонстрировано, что пробиотик на основе 
штаммов B. amyloliquefaciens 54A и B. pumilus 
47B увеличивает скорость роста и устойчивость 
к инфекции, вызываемой Edwardsiella ictaluri, у 
полосатого сома. 

В состав пробиотика Toyocerin входит штамм 
B. toyonensis BCT-7112T. В 1994 г. данный препа-
рат был одобрен в Европе, и таким образом 
штамм BCT-7112T стал первым микроорганизмом, 
разрешенным в качестве кормовой добавки в Ев-
ропейском Союзе [18]. Было установлено, что дан-
ный биопрепарат улучшает здоровье и показатели 
роста поросят [19]. В другом эксперименте было 
доказано, что добавление к пище пробиотика 
Toyocerin® положительно влияет на продуктив-
ность кроликов [20]. Также было зафиксировано, 
что применение препарата Toyocerin® в рационе 
угрей приводит к снижению их смертности от 
Edwardsiella spp. [21]. 

На основании всех перечисленных фактов, а 
также ввиду необходимости постоянной ротации 
штаммов в составе биопрепаратов ради сохра-
нения их эффективности разработка многоком-
понентного пробиотика из штаммов B. pumilus и 
B. toyonensis актуальна для развития и экологи-
зации различных отраслей сельского хозяйства и 
аквакультуры. В предыдущих исследованиях 
нами было установлено, что штаммы B. toyonen-
sis В-13249 и B. pumilus В-13250 обладают анта-
гонистической активностью по отношению к E. coli, 
Candida albicans, St. aureus, St. epidermidis, Sal-
monella typhimurium, Shigella sonnei, Pseudo-
monas aeruginosa [22, 23]. Данные микроорга-
низмы являются возбудителями инфекционных 
заболеваний у птиц, крупного рогатого скота, 
домашних животных, креветок и рыб, поэтому 
разработка пробиотика на основе выбранных 
штаммов является перспективной. 

После селекции лучших штаммов с необхо-
димой биологической активностью перед иссле-
дователями встает задача масштабирования 
процесса получения биомассы микроорганизмов 
или их метаболитов. Для этого необходимо по-
добрать режимы культивирования отобранных 
бактерий в ферментерах, а также отработать 
технологию производства биопрепарата. 

Цель настоящего исследования заключалась 
в разработке пробиотика для животных и аква-
культуры на основе штаммов B. toyonensis  
В-13249 и B. pumilus В-13250. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
В качестве объектов исследования использо-

вали два штамма ризосферных споровых бакте-
рий: B. toyonensis В-13249 и B. pumilus В-13250. 
Оба штамма запатентованы и задепонированы 
во Всероссийской коллекции промышленных 
микроорганизмов (ВКПМ). 

Питательные среды и реактивы, использо-

ванные в работе, их состав.  
L-среда, г/л: дрожжевой экстракт – 5,0; пеп-

тон – 15,0; NaCl – 5,0; агар – 15,0; дистиллиро-
ванная вода – 1,0 л. Стерилизация в автоклаве. 
Для приготовления жидкого L-бульона использо-
ван этот же состав, только без добавления агара. 

Среда Эндо: 37 г сухой среды вносили в 
1000±50 мл

 
холодной воды, смесь тщательно 

кипятили в течение 3–5 мин и фильтровали че-
рез ватно-марлевый фильтр (при наличии осад-
ка) по ГОСТ 28085-2013. Данную среду исполь-
зовали для проверки наличия в пробах бактерий 
группы кишечной палочки. 

Вегетативная питательная среда, г/л: дрож-
жевой экстракт – 5; пептон – 3; NaH2PO4 – 1; 
K2HPO4 – 4; MgSO4 – 0,25; MnSO4 – 0,03; NaCl – 1; 
CaCl2 – 1; FeSO4 – 0,01; глюкоза – 15; дистилли-
рованная вода – до 1 л. (pH = 6,8–7,0). Раствор 
глюкозы готовили отдельно: 150 г кристалличе-
ской глюкозы растворяли в горячей дистиллиро-
ванной воде, доводили объем до 0,3 л и стери-
лизовали в автоклаве при давлении 0,08 MPa в 
течение 40 мин. 

Ферментативная питательная среда, г/л: ме-
ласса – 25; кукурузный экстракт – 12,5; дрожже-
вой экстракт – 1; триптон – 0,5; MgSO4 – 0,25; 
MnSO4 – 0,03; CoCl2 – 1; солевой сток – 10 мкл; 
дистиллированная вода – 1 л. Для приготовле-
ния солевого стока в небольшом количестве ди-
стиллированной воды растворяли 1 г FeSO4 и 1 г 
CuSO4, затем доводили объем до 100 мл.  

Защитная среда, г/л: желатин – 25, сахароза 
– 100. 

Посевной материал составлял около 10% 
объема питательной среды в ферментере. Для 
приготовления посевного материала штаммы 
глубинно засевали петлей в колбы на 500 мл с 
объемом питательной среды 150 мл. Культиви-
ровали в шейкер-инкубаторе Innova 44 (New 
Brunswik, США) при температуре 37 ºС в течение 
24 ч со скоростью 250 об./мин (эксцентриситет – 
5 см). Подсчет численности бацилл, а также про-
верку чистоты процесса ферментации и готового 
препарата осуществляли путем поверхностного 
посева на среды и дальнейшего инкубирования в 
термостате Binder BD 115 (Германия) при 37 ºС в 
течение 24 ч [24]. 

Глубинное культивирование каждого штамма 
проводили в биореакторах объемом 15 и 250 л 
(ООО «Сторге», г. Санкт-Петербург). Для получе-
ния большего количества бактериальных концен-
тратов B. pumilus и B. toyonensis ферментацию 
осуществляли в биореакторе объемом 250 л с 
ферментативной питательной средой, предвари-
тельно вырастив микробные культуры бацилл до 
стадии активного деления на вегетативной пита-
тельной среде в биореакторе на 15 л. Перед за-
грузкой питательной среды биореактор, и в осо-
бенности индивидуальный воздушный фильтр, 
предварительно стерилизовали острым паром в 

https://www.laboratorii.com/oborudovanie-dlja-laboratorij/sheykery-orbitalnye-termostatiruemye/filter/producer-is-newbrunswik/apply/
https://www.laboratorii.com/oborudovanie-dlja-laboratorij/sheykery-orbitalnye-termostatiruemye/filter/producer-is-newbrunswik/apply/
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течение 1 ч при 121–125 ºС и давлении 0,13–0,15 МPа.  
Для биореактора объемом 15 л готовили 10 л 

вегетативной среды, доля посевного материала 
составляла не менее 10% от этого объема. Для 
биореактора объемом 250 л готовили 180 л 
ферментативной среды. Культуру, выращенную 
в 15-литровом биореакторе, использовали  
как посевной материал для ферментации в  
250-литровом биореакторе. Для поддержания 
необходимого pH использовали 10%-й раствор 
NaOH и 10%-й раствор HCl. В качестве пенога-
сителя использовали лапрол. Ферментативную  
и вегетативную среды стерилизовали непосред-
ственно в биореакторе при температуре  
121–125 ºС в течение 1 ч при давлении  
0,13–0,15 МРа.  

После засева ферментера температуру куль-
туральной жидкости поддерживали на уровне 
37±1 ºС. В начале процесса в ферментер непре-
рывно подавали стерильный воздух в количе-
стве 0,5 л/мин на 1 л среды и поддерживали 
давление 0,02–0,03 MPa, перемешивали со ско-
ростью 250 об./мин. Каждые 2 ч производили 
стерильный отбор проб для проведения наблю-
дений за развитием бактериальной культуры, 
морфологическим состоянием и отсутствием по-
сторонней микрофлоры, а также измерения оп-
тической плотности культуральной жидкости (при 
490 нм). 

Целевым продуктом ферментации является 
биомасса бактерий, поэтому ее концентрировали 
путем центрифугирования. Процесс вели на про-
точной центрифуге GTGQ-1251 Tubular Cen-
trifuge (Китай) при 15000 об./мин в случае фер-
ментации в 250 л биореакторе и на центрифуге 
SIGMA 4-16S/KS (Япония) в течение 20 мин при 
4100 об./мин после культивирования бацилл в 
ферментере объемом 15 л. 

Еще одним этапом в производстве биопре-
парата является его высушивание в заморожен-
ном состоянии в условиях вакуума или лиофили-
зации

1
. После концентрирования биомассу сме-

шивали с предварительно простерилизованной 
защитной средой, замораживали и отправляли в 
камеру лиофильной сушки SP Scientific 25L Gen-
esis SQ Super ES-55 (США) (250 л) или Epsilon  
1-4 LSCplus (Германия) (15 л). Время сушки со-
ставляло около 40 ч, после чего биомассу извле-
кали, измельчали и проверяли на содержание 
влаги с помощью анализатора влажности 
MOC63u Shimadzu (Япония). Как правило, после 
40 ч сушки содержание влаги в готовом концен-
трате было минимальным – менее 5%. 

Конечным этапом производства биопрепара-

та являлся процесс смешивания с наполнителем 
для получения желаемого титра. В качестве 
наполнителя был выбран мальтодекстрин. В те-
чение года хранения также проверяли числен-
ность бактерий в готовом препарате. Для полу-
чения готового препарата использовали смеси-
тель периодического действия типа «пьяная боч-
ка», в котором сухой концентрат смешивали с 
мальтодекстрином в течение 60 мин в соотно-
шении, необходимом для получения титра ба-
цилл в готовом препарате не менее 1·10

10 
КОЕ/г. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
При выращивании посевного материала в 

колбах при 37 ºС на вегетативной среде и  
L-бульоне оба штамма вырастают за 18–24 ч, и 
визуально это заметно в виде образования мути 
по всей колбе. Результаты по подбору питатель-
ной среды для культивирования посевного мате-
риала представлены на VII региональной моло-
дежной конференции «Мой выбор – наука»

2
. 

Согласно полученным ранее данным, числен-
ность живых клеток при культивировании посевно-
го материала на изучаемых средах отличалась: 
штамм B. toyonensis имел численность, КОЕ/мл: на 
вегетативной среде – 4,6(±2,0)·10

8 
 (М±m), на  

L-бульоне – 5,9(±1,6)·10
9 
 (М±m); штамм B. Pumilus: 

на вегетативной среде – 4,7(±2,5)·10
8 
 (М±m), на  

L-бульоне – 2,4(±0,8)·10
9 
 (М±m). Исходя из полу-

ченных данных L-среду можно считать наиболее 
оптимальной для культивирования посевного ма-
териала. 

Установлено, что в начале ферментации 
идет увеличение количества клеток микроорга-
низмов, изменяется их размер, активно потреб-
ляются питательные вещества из среды, что ве-
дет к снижению показателя рН и количества рас-
творенного кислорода. Для поддержания уровня 
рН в среде в диапазоне 6,8–7,0 в нее автомати-
чески перистальтическим насосом Etatron до-
бавляли 10%-й раствор NaOH. Подачу воздуха 
регулировали механически по показателям ро-
таметра. Через 6–8 ч титрование заканчивалось, 
начиналось выделение в среду ферментов и 
других продуктов жизнедеятельности микроорга-
низмов. Поскольку в этот период возможно пе-
нообразование, регулировка количества (высо-
ты) образовавшейся пены производилась меха-
нически периодическим включением перисталь-
тического насоса, отвечающего за подачу пено-
гасителя.  

После того как микроорганизмами были ис-
пользованы все питательные элементы среды, 
наблюдалось повышение уровня рН вплоть до 

   

1
Фирсов Н.Н. Микробиология: словарь терминов. М.: Дрофа, 2006. 256 с. 

2
Гребенщикова А.В. Подбор условий культивирования для бактерий рода Bacillus // Труды молодых 

ученых Алтайского государственного университета: материалы VII региональной молодежной кон-
ференции «Мой выбор – наука», XLVII научной конференции студентов, магистрантов, аспирантов и 
учащихся лицейных классов. Вып. 17. Барнаул: Изд-во Алтайского университета, 2020. С. 3–5. 
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8,5–9,0. При рН = 8,2–8,5 начинается активное 
спорообразование, во время которого бациллы 
активно дышат, поэтому в это время применяли 
интенсивную аэрацию. После окончания споро-
образования уровень растворенного кислорода 
достигал 50–100%, что говорит об отсутствии 
дыхания и окончании процесса ферментации. 

На протяжении всего процесса ферментации 
производились замеры оптической плотности 
среды. По окончании выравнивания pH оптиче-
ская плотность среды практически не изменя-
лась. При наступлении фазы активного спорооб-
разования оптическая плотность уменьшалась 
незначительно (22–24 ч роста) и после принима-
ла постоянное значение. Это свидетельствует о 
том, что культура полностью перешла в споры.  

В табл. 1 представлены средние результаты 
по показателям ферментации штаммов B. pu-
milus и B. toyonensis на ферментативной пита-
тельной среде. Штамм B. toyonensis в процессе 
роста сильнее смещает pH среды от первона-
чального значения, чем штамм B. pumilus.  
К 20–24 ч культивирования у обоих штаммов ба-
цилл заканчивается процесс спорообразования, 
вегетативных клеток фактически не остается. 

По окончании процесса ферментации концен-
трированные на центрифуге, а затем высушенные 
в лиофильной сушке бактериальные концентраты 
использовали для дальнейших исследований. 
Масса концентратов как штамма B. pumilus, так и 
штамма B. toyonensis, получаемая с 15-литрового 
ферментера, в среднем составляла 83,3±6,1 г, с 
250-литрового – 1499,8±51,4 г. 

Как видно из данных, приведенных в табл. 2, 

на ферментативной питательной среде бактерии 
р. Bacillus развивают численность на 1 порядок 
выше, поэтому сушка после культивирования 
осуществлялась именно на этой питательной 
среде, в результате чего численность бактерий 
возросла еще на 1 порядок. 

Полученные концентраты смешивали с маль-
тодекстрином до итогового титра препарата не 
менее 1·10

10 
КОЕ/г. Соотношение B. toyonensis и 

B. pumilus всегда составляло 1:3. Поскольку 
штамм B. pumilus развивает более высокую чис-
ленность, его преобладание в препарате эконо-
мически оправдано. 

Ввиду того что готовый бактериальный препа-
рат является поликомпонентным, в нем можно 
наблюдать два морфологически различных вида 
бацилл (рисунок). Санитарно-показательные мик-
роорганизмы из группы кишечной палочки (БГКП) 
ни в концентратах, ни в готовом бактериальном 
препарате на момент их получения обнаружены не 
были. 

Для установления срока годности готового 
микробного препарата на протяжении времени 
хранения при 5 ºС проверяли изменение титра 
бацилл, а также наличие, либо отсутствие, по-
сторонней микрофлоры (табл. 3).  

В ходе хранения препарата в течение 12 ме-
сяцев титр менее 1·10

10 
КОЕ/г не зафиксирован. 

Посторонняя микрофлора не обнаружена (в том 
числе БГКП), поэтому можно сказать, что срок 
хранения биопрепарата на основе бацилл – не 
менее 12 месяцев. Однако для установления 
окончательного срока годности необходимо ве-
сти дальнейшее наблюдение.  

 
Таблица 1. Показатели ферментации штаммов бацилл 
 

Table 1. Indices of bacilli strains fermentation 
 

Время  
ферментации, ч 

Питательная 
среда 

рН (М±m) Оптическая плотность (М±m) 

Штамм 

B. pumilus B. toyonensis B. pumilus B. toyonensis 

0 
Вегетативная 6,755±0,063 6,657±0,149 0,269±0,073 0,233±0,023 

Ферментативная 6,632±0,362 6,875±0,106 0,639±0,165 0,531±0,159 

2 
Вегетативная 7,025±0,050 6,860±0,228 1,236±0,132 0,861±0,069 

Ферментативная 6,906±0,054 7,127±0,424 1,187±0,309 0,795±0,224 

4 
Вегетативная 7,250±0,509 7,018±0,520 1,838±0,519 1,904±0,247 

Ферментативная 7,214±0,371 8,063±0,146 1,706±0,513 1,464±0,313 

6 
Вегетативная 7,385±0,671 8,013±0,549 1,860±0,040 2,011±0,120 

Ферментативная 7,5694±0,354 8,465±0,148 1,931±0,419 1,672±0,192 

20–24 
Вегетативная 7,655±0,191 8,230±0,347 1,926±0,037 2,090±0,317 

Ферментативная 7,890±0,193 8,483±0,609 2,400±0,149 2,042±0,421 

 
Таблица 2. Численность бацилл после культивирования в ферментерах и сушки 
 

Table 2. The number of bacilli after cultivation in fermenters and drying 
 

Штамм 
Титр, КОЕ 

Вегетативная среда, 
КОЕ/мл 

Ферментативная среда, 
КОЕ/мл 

Лиофилизированный  
концентрат, КОЕ/г 

B. toyonensis 4,3(±0,9)·109 2,5(±0,8)·1010 3,6(±0,6)·1011 
B. pumilus 4,6(±0,9)·109 5,2(±1,6)·1010 5,8(±1,6)·1011 
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Внешний вид колоний бацилл в готовом препарате:  
1 – КОЕ B. toyonensis; 2 – КОЕ B. pumilus 
 

Colonies of bacilli in the finished preparation:  
1 – CFU of B. toyonensis; 2 – CFU of B. pumilus 

 
Таблица 3. Изменение численности бацилл в готовом 

биопрепарате в ходе хранения 
 

Table 3. Change in the number of bacilli in the finished 

biological product during storage 
 

Срок хранения Титр, КОЕ/г (М±m) 

1 день 1,3(±0,3)·1010 
1 месяц 1,9(±0,1)·1010 

2 месяца 2,6(±0,2)·1010 
3 месяца 3,5(±0,4)·1010 
4 месяца 2,9(±0,3)·1010 
5 месяцев 2,6(±0,3)·1010 
6 месяцев 2,3(±0,5)·1010 
7 месяцев 3,5(±0,9)·1010 
8 месяцев 1,0(±0,1)·1010 
9 месяцев 1,5(±0,2)·1010 
10 месяцев 1,9(±0,4)·1010 
11 месяцев 1,7(±0,1)·1010 
12 месяцев 1,4(±0,3)·1010 

 
 

Стоит отметить особо, что на протяжении 
времени хранения оба штамма бацилл сохраня-
ют свою жизнеспособность, т.е. препарат оста-
ется поликомпонентным. Об этом свидетель-
ствует рост двух различных по морфологии ти-
пов колоний бактерий р. Bacillus, характерных 
для штаммов B. toyonensis и B. pumilus. Также в 
течение 12 месяцев хранения цвет и консистен-
ция препарата остались неизменными. Посто-
ронние запахи выявлены не были. 

 
ВЫВОДЫ 
1. Для культивирования материнской закваски 

(посевного материала) на основе бацилл наиболее 
благоприятна L-жидкая питательная среда. Чис-
ленность живых клеток на ней составляет, КОЕ/мл: 
у штамма B. pumilus – 2,4(±0,8)·10

9
; у B. toyonensis 

– 5,9(±1,6)·10
9 
. 

2. Разработаны режимы культивирования 
B. pumilus и B. toyonensis в ферментационных 
установках, определены оптимальные условия 
культивирования для роста и спорообразова-
ния бацилл: температура выращивания – 
37 ºC; pH = 6,8–7,0; время роста – 22–24 ч; 
уровень растворенного кислорода – 50%.  

3. Для наращивания биомассы бацилл в био-
реакторе наиболее благоприятна ферментатив-
ная среда. При культивировании на ней бактерии 
Bacillus развивают численность на 1 порядок 
выше (не менее 2,5(±0,8)·10

10 
КОЕ/мл), чем на 

вегетативной (не менее 4,3(±0,9)·10
9 
КОЕ/мл). 

4. Отработана технология получения готово-
го биопрепарата на основе лиофилизированных 
концентратов штаммов B. pumilus и B. toyonensis 
с титром не менее 1·0

10 
КОЕ/г и мальтодекстри-

ном в качестве наполнителя. 
5. Установлен предварительный срок годности 

готового бактериального препарата – не менее 12 
месяцев при температуре хранения 4–5 ºC. 
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Резюме: Целью данного исследования являлось изучение влияния различных концентраций ионов 
кальция на активность трансмембранной (тмАЦ) и растворимой форм аденилатциклаз (рАЦ) из 
клеток корней и стеблей растений двух сортов картофеля, контрастных по устойчивости к воз-
будителю кольцевой гнили Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus (Cms) на фоне воздействия 
его экзополисахаридов. Результаты экспериментов показали, что реакция тмАЦ из корней и 
стеблей на экзогенный Cа

2+
 оказалась почти противоположной у растений обоих сортов. В клет-

ках корня растений устойчивого сорта 1 и 10 мМ Cа
2+

 весьма интенсивно активировал тмАЦ. В 
то же время в стебле средние концентрации Cа

2+
 ингибировали активность тмАЦ, а самые высо-

кие – 1 и 10 мМ, на нее не влияли. Напротив, активность тмАЦ из клеток корня растений воспри-
имчивого сорта незначительно активировалась повышенными концентрациями Cа

2+
, но в стеблях 

все концентрации Cа
2+

, начиная с 1 мкМ, существенно повышали активность тмАЦ. Таким обра-
зом, неодинаковая реакция аденилатциклаз растений картофеля обоих сортов на различные кон-
центрации экзогенного кальция свидетельствует, скорее всего, о наличии нескольких изоформ 
этого фермента, отличающихся по чувствительности к ионам кальция. При этом, возможно, 
растения обоих сортов также отличаются по спектру таких изоформ. Исходя из того, что под 
воздействием экзополисахаридов Cms чувствительность к ионам кальция обеих форм аденилат-
циклаз существенно менялась в клетках растений обоих сортов, можно предположить, что эта 
особенность является одним из механизмов различной устойчивости растений данных сортов к 
патогену. 
 

Ключевые слова: Solanum tuberosum, кальций, трансмембранная и растворимая аденилатцикла-
зы растений, биотический стресс  
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biotic stress 
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Abstract: This article aims to study the influence of different concentrations of calcium ions on the activity of 
transmembrane (tmAC) and soluble forms of adenylyl cyclase (sAC) in the cells of roots and stems of the 
plants of two types of potatoes. It compares and contrasts their stability to the agent of the annular rot Clavi-
bacter michiganensis ssp. Sepedonicus (Cms) when exposed to its exopolysaccharides. The experimental 
results have shown that the reaction of tmAC from the roots and stems to exogenous Ca

2+
 was almost oppo-
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site in the plants of both types. In the root cells of the plants of the resistant types, 1 and 10 mM of Ca
2+

 have 
activated tmAC in a very intensive way. In the stem, the average concentrations of Ca

2+
 inhibited the tmAC 

activity, while the highest, 1 and 10 mM, did not affect it. the activity of tmAC taken from the root cells of the 
receptive type of plants was not activated significantly by the increased concentrations of Ca

2+
, whereas, in 

the stems, all the concentrations of Ca
2+

, tmAC activity increased substantially starting with 1 μM. Thus, the 
unequal reaction of adenylate cyclases of the potato plants of both types to different concentrations of exog-
enous calcium, testifies, most likely, the presence of several isoform of this ferment that differ in the sensitivi-
ty to calcium ions. At the same time, it is possible that the plants of both types may also differ in the spectrum 
of such isoforms. Since the influence of Cms exopolysaccharides significantly changes the sensitivity to the 
calcium ions of both forms of adenylate cyclases in the cells of plants of both types, it can be assumed that 
this feature is one of the mechanisms of these plants’ resistance to the pathogen. 
 

Keywords: Solanum tuberosum, calcium, transmembrane and soluble plant adenylate cyclases, biotic 
stress 
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ВВЕДЕНИЕ 
Аденилатциклазная сигнальная система рас-

тений включает несколько ключевых компонен-
тов: аденилатциклазы (АЦ), циклический адено-
зинмонофосфат (цАМФ) и цАМФ, синтезируемый 
АЦ, – специфичные фософодиэстеразы, перево-
дящие его в неактивную нециклическую форму. 
Кроме того, имеются протеинкиназы и другие 
специфические белки, активируемые цАМФ. Как 
и во всех живых системах, цАМФ в растениях 
выполняет роль вторичного посредника, участ-
вующего в каскадной передаче сигналов в геном 
содержащие органеллы клетки. Эта сигнальная 
система в числе других регулирует метаболизм 
растений как в нормальных, так и в стрессовых 
условиях [1]. 

В последние годы появились работы, посвя-
щенные исследованию структуры растительных 
АЦ, где показано, что данный фермент пред-
ставляет собой отдельный домен, входящий в 
состав мультифункциональных комплексов. Так, 
АЦ была обнаружена в составе R-белка 
ADB66335.1 из Populus trichocarpa [2], K

+
-зависи-

мой пермеазе 7 (AtKUP7) [3], а также в эндоци-
тозных пузырьках в составе клатринового белко-
вого комплекса. Полагают, что цАМФ в данном 
случае необходим в интернализации патогенных 
эффекторов в эндоплазматическую сеть и ваку-
оль растительных клеток [4]. Кроме того, в пече-
ночнике (Marchantia polymorpha) АЦ (MpCAPE) 
объединена в один мультидоменный комплекс с 
фосфодиэстеразой [5]. 

Несмотря на интенсификацию исследований 
АЦ растений, механизмы их внутриклеточной 
регуляции остаются во многом неясными. В то 
же время известно, что активность большинства 

изоформ трансмембранной аденилатциклазы 
животных регулируется кальцием при участии 
кальмодулина или кальцийнейрина [6].  

У растений роль кальция в качестве вторич-
ного посредника исследована довольно подроб-
но [7–9]. Передача сигналов с участием кальция 
происходит благодаря его способности диффе-
ренцированно взаимодействовать с клеточными 
белками, включая ферменты, являющимися 
ключевыми звеньями в сигнальных системах 
растений [7]. Кроме того, у растений выявлены 
неселективные цАМФ-зависимые кальциевые 
каналы, активность которых возрастает при био-
тических стрессах. Таким образом, активация АЦ 
растений влечет за собой открытие таких ионных 
каналов [10]. В этом случае возникает вопрос, 
может ли кальций также участвовать в регуляции 
активности АЦ растений. Поэтому целью данного 
исследования являлось изучение влияния раз-
личных концентраций ионов кальция на актив-
ность трансмембранной (тмАЦ) и растворимой 
форм аденилатциклаз (рАЦ) из клеток корней и 
стеблей растений двух сортов картофеля, кон-
трастных по устойчивости к Clavibacter michi-
ganensis ssp. sepedonicus (Cms) на фоне воздей-
ствия экзополисахаридов (ЭПС) Cms. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Растения картофеля (Solanum tuberosum L.): 

сорт Луговской – резистентный, сорт Лукьянов-
ский – восприимчивый к возбудителю кольцевой 
гнили (Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus 
– Cms), in vitro культивировали в течение 7 дней 
на твердой питательной среде Мурасиге – Скуга 
(Sigma, США) с добавлением 20 г/л сахарозы и 
5 г/л агар-агара до образования первичных кор-
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ней, затем переносили на жидкую среду и до-
полнительно культивировали 3–4 недели. Cms 
(вирулентный, мукоидный штамм 5369) выращи-
вали на жидкой среде, содержащей дрожжевой 
экстракт (10 г/л), глюкозу (15 г/л0), рН = 7,0, в 
течение трех дней. Эндоплазматическую сеть 
(ЭПС) выделяли из культурального фильтрата и 
очищали методом колоночной ионообменной 
хроматографии [11]. 

Экзополисахариды Cms в конечной концентра-
ции 0,1% добавляли к жидкой среде роста расте-
ний и выдерживали в течение 1 мин. Растения 
фиксировали в жидком азоте, затем корень отде-
ляли от стебля. Каждую часть отдельно растирали 
в 50 мМ Трис-НСl буфере (рН = 7,2) (Sigma, США), 
приготовленном на деионизованной воде с добав-
лением 1 мМ дитиотреитола (Sigma, США), инги-
битора цАМФ-специфичной фосфодиэстеразы – 
0,1 мМ теофиллина (KRKA, Словения), ингибито-
ров протеаз – 50 мкг/мл фенилметилсульфонил-
фторида (ФМСФ), 50 мкг/мл гидроксимеркурийбен-
зоата (ГМБ), 1 мкг/мл лейпептина (Sigma, США). 
Гомогенат фильтровали через капроновую ткань 
и центрифугировали на центрифуге Allegra 64R 
при 16000 g (Beckman Coulter, США). Далее про-
водили дифференциальное центрифугирование 
на ультрацентрифуге Sorvall Discovery 90SE при 
105000 g (США) в течение 3 ч. В результате по-
лучали две фракции – мембранную и раствори-
мую, в мембранной фракции определяли тмАЦ, 
в растворимой – рАЦ. Определение активности 
ферментов начинали с внесения 500 мкл расти-
тельной пробы к 0,5 мМ АТФ (Sigma, США), 
MgSO4 (0,5 мМ) и MnСl2 (3 мМ) служили кофакто-
рами для тмАЦ и рАЦ соответственно. Кальций 
добавляли в виде СаCl2 (Реахим, Россия) в сле-
дующих конечных концентрациях: 500 нМ, 1 мкМ, 
500 мкМ, 1 мМ и 10 мМ. Реакцию проводили при 
27 ºС в течение 30 мин и останавливали кипяче-
нием на водяной бане. Об активности аденилат-
циклаз судили по концентрации цАМФ, которую 
определяли методом иммуноферментного анализа 
(ELISA), модифицированного нами путем приме-
нения первичных поликлональных кроличьих анти-
тел против цАМФ (Antibodies-online.com, Германия) 
и вторичных козьих антител, меченных пероксида-
зой (Antibodies-online.com, Германия) [12]. Актив-
ность фермента рассчитывали на мг белка в мин. 

Белок в пробе определяли методом Бредфорда. 
Контролем служили образцы без добавления 
кальция (вариант «0»). 

Эксперименты проводили в 2-кратной биоло-
гической повторности, определение уровня 
цАМФ – в 4-кратной аналитической повторности. 
Результаты обработаны статистически с помо-
щью программы SigmaPlot 12.3. На графиках 
данные представлены в процентах к контролю со 
стандартной ошибкой. Значимость различий 
средних значений оценивали по t-критерию  
Стьюдента. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Исследования показали, что исходная актив-

ность тмАЦ и рАЦ весьма существенно меня-
лась под воздействием ЭПС Cms и различалась 
в клетках растений обоих сортов (таблица).  

При добавлении ионов кальция к выделен-
ному ферменту в корнях активность тмАЦ воз-
растала как в варианте без ЭПС, так и на их 
фоне у растений картофеля сорта Луговской, 
резистентного к Сms (рис. 1, а). При этом в вари-
анте с ЭПС активирующий эффект Са

2+
 повы-

шался в диапазоне 1–10 мМ. В то же время в 
клетках стеблей тех же растений в варианте без 
ЭПС активность тмАЦ не изменялась в присут-
ствии всех концентраций ионов кальция, но по-
сле добавления ЭПС значительно возрастала, 
особенно при миллимолярных концентрациях 
этих ионов (рис. 1, b).  

В корнях растений картофеля восприимчиво-
го сорта Лукьяновский в варианте без ЭПС низ-
кие концентрации кальция не оказывали влияния 
на активность тмАЦ, а 500 мкМ и 1 мМ Са

2+
 уве-

личивали активность фермента в среднем на 
70%, тогда как после добавления ЭПС самая 
высокая концентрация, 10 мМ ионов кальция, 
напротив, ингибировала его активность на 30% 
(рис. 2, а). 

В стеблях тех же растений в варианте без 
ЭПС активность тмАЦ существенно стимулиро-
вали как низкие, так и повышенные концентра-
ции ионов кальция: 1 мкМ, 500 мкМ и 1 мМ. В то 
же время после инкубации с ЭПС ее активность 
почти полностью подавлялась при более высо-
ких концентрациях этого иона – 1 и 10 мМ 
(рис. 2, b). 

 

Активность тмАЦ и рАЦ (нмоль/мг белка) в органах растений картофеля in vitro под воздействием  
ЭПС Cms  
 

Activity of tmAC and sAC (nmol/mg of protein) in potato plant organs in vitro under the influence  
of Cms exopolysaccharides 
 

Часть  
растения 

Сорт картофеля 

Луговской Лукьяновский 

тмАЦ рАЦ тмАЦ рАЦ 

-ЭПС +ЭПС -ЭПС +ЭПС -ЭПС +ЭПС -ЭПС +ЭПС 

Корни 0,31±0,02 12,2±0,64 0,52±0,02 0,55±0,03 2,4±0,02 1,3±0,12 0,72±0,04 0,08±0,01 

Стебли 1,29±0,07 29,7±1,13 0,13±0,01 2,2±0,11 0,23±0,03 0,034±0,002 1,06±0,06 0,2±0,13 
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Рис. 1. Изменение активности тмАЦ из клеток растений картофеля устойчивого сорта Луговской под влиянием 
различных концентраций ионов Cа2+: а – в корнях, b – в стеблях. Различия значимы при Р ≤ 0,01 

 

Fig. 1. Changes in the activity of tmAC from potato plant cells of the resistant cultivar Lugovskoy under the influence of different 
concentrations of Ca2+ ions: in the roots (a), in the stems (b). Differences are significant at P ≤ 0.01 
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Рис. 2. Изменение активности тмАЦ из клеток растений картофеля восприимчивого сорта Лукьяновский под влиянием 
различных концентраций ионов Сa2+: а – в корнях, b – в стеблях. Различия значимы при Р ≤ 0.01 

 

Fig. 2. Changes in the activity of tmAC from potato plant cells of the susceptible cultivar Lukyanovskii under the influence  
of different concentrations of Ca2+ ions: in the roots (a), in the stems (b). Differences are significant at P ≤ 0.01 
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Рис. 3. Изменение активности рАЦ из клеток растений картофеля устойчивого сорта Луговской под влиянием 
различных концентраций ионов Cа2+: а – в корнях, b – в стеблях. Различия значимы при Р ≤ 0.05 

 

Fig. 3. Changes in the activity of sAC from potato plant cells of the resistant cultivar Lugovskoy under the influence  
of different concentrations of Ca2+ ions: in the roots (a), in the stems (b). Differences are significant at P ≤ 0.05 
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У растворимой формы АЦ была выявлена 
иная чувствительность к Cа

2+
. В корнях растений 

устойчивого сорта в контроле (без ЭПС) 
наибольший активирующий эффект на рАЦ ока-
зывал только 1 мМ Cа

2+
, тогда как после воздей-

ствия ЭПС существенная стимуляция рАЦ 
наблюдалась при более низких концентрациях 
Cа

2+
 – 10 и 500 мкМ (рис. 3, а). На рАЦ из стеб-

лей тех же растений почти все концентрации 
ионов кальция (без воздействия ЭПС) оказывали 
небольшой стимулирующий эффект, за исклю-
чением 10 мМ, когда активность рАЦ ингибиро-
валась. В присутствии ЭПС активность этого 
фермента оставалась на уровне контроля, за 
исключением 1 и 10 мМ Са

2+
, проявивших инги-

бирующий эффект (рис. 3, b). 
В корнях растений картофеля восприимчиво-

го сорта Лукьяновский как в контроле, так и по-
сле воздействия ЭПС низкие концентрации Cа

2+
 

(500 нМ и 1 мкМ) не оказывали существенного 
воздействия на эту форму фермента (рис. 4, а), 
тогда как 500 мкМ, 1 мМ и 10 мМ катиона в при-
сутствии ЭПС ингибировали ее активность. 
Напротив, в стеблях тех же растений в контроле 
наблюдалась весьма значительная активация 
рАЦ концентрациями кальция 500 мкМ и 1 мМ 
при явном подавлении ее активности при 10 мМ. 
В присутствии ЭПС максимальная активность 
рАЦ была зафиксирована при концентрации 
1 мМ Са

2+
 (рис. 4, b). 

Согласно литературным данным, у животных 
аденилатциклазная и кальциевая сигнальные 
системы функционируют в тесном взаимодей-
ствии [6]. У млекопитающих активность девяти 
изоформ тмАЦ может модулироваться ионами 
кальция, причем отдельные изоформы могут как 
активироваться, так и ингибироваться ими, а не-
которые не чувствительны к Cа

2+
 [13, 6]. Одной 

из функций цАМФ, синтезируемого тмАЦ, явля-
ется активация нуклеотид-зависимых кальцие-
вых каналов в мембранах органелл клеток жи-
вотных [13], что поддерживает необходимый ор-

ганоспецифический уровень вторичных мессен-
джеров, от которых в значительной степени за-
висит дистанционная внутри- и межклеточная 
передача сигналов.  

У растений в состоянии покоя в цитоплазме 
концентрация Cа

2+
 составляет 100–200 нМ, что на 

3–4 порядка ниже, чем во внутриклеточных ком-
партментах: в митохондриях и ЭПР – около 1 мМ, в 
клеточной стенке и вакуоли – 1–10 мМ [14].  

Результаты экспериментов показали, что ре-
акция тмАЦ из корней и стеблей на экзогенный 
Cа

2+
 оказалась почти противоположной у расте-

ний обоих сортов. В клетках корня растений 
устойчивого сорта 1 и 10 мМ Cа

2+
 интенсивно 

активировал тмАЦ. В то же время в стебле сред-
ние концентрации Cа

2+
 ингибировали активность 

тмАЦ, а самые высокие – 1 и 10 мМ, на нее не 
влияли. Напротив, активность тмАЦ из клеток 
корня растений восприимчивого сорта незначи-
тельно активировалась повышенными концен-
трациями Cа

2+
, но в стеблях все концентрации 

Cа
2+

, начиная с 1 мкМ, существенно повышали 
активность тмАЦ. Различия чувствительности 
изоформ тмАЦ к кальцию отмечены также у жи-
вотных: тмАЦ1, тмАЦ3 тмАЦ8 активируются вы-
сокими концентрациями кальция, тогда как 
тмАЦ5 и тмАЦ6 ингибируются его физиологиче-
скими концентрациями.  

Однако, судя по нашим данным, чувстви-
тельность тмАЦ из клеток различных органов 
растений имеет, скорее всего, сортовые особен-
ности. Такое наблюдение еще раз подтверждает 
предположение о наличии других изоформ тмАЦ 
у растений картофеля этого сорта. Феномен 
различных изоформ ферментов у сортов расте-
ний картофеля, различающихся по устойчивости 
к возбудителю кольцевой гнили, известен: пока-
зано, что спектр изоформ пероксидазы различа-
ется у растений тех же самых сортов картофеля, 
и это во многом определяет устойчивость сорта 
картофеля к Cms [16]. 
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Рис. 4. Изменение активности рАЦ из клеток растений картофеля восприимчивого сорта Лукьяновский под влиянием 
различных концентраций ионов Cа2+: а – в корнях, b – в стеблях. Различия значимы при Р ≤ 0.01 

 

Fig. 4. Changes in the activity of sAC from potato plant cells of the susceptible cultivar Lukyanovskii under the influence  
of different concentrations of Ca2+ ions: in the roots (a), in the stems (b). Differences are significant at P ≤ 0.01 
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Известно, что рАЦ из клеток животных также 
чувствительна к ионам кальция, которые повы-
шают сродство фермента к субстрату [17]. Осо-
бенностью данной формы фермента и у живот-
ных, и у растений является его локализация во 
внутриклеточных компартментах, где ионы 
кальция содержатся в более высокой концен-
трации, чем в цитоплазме. У растений эта фор-
ма фермента была найдена в строме и межмем-
бранном пространстве изолированных хлоро-
пластов табака [18, 19], в клетках корней люцер-
ны [20] и в пыльце Agapanthus umbellatus [21]. 

В наших экспериментах чувствительность 
рАЦ существенно отличалась как в клетках раз-
личных частей растений, так и у растений раз-
ных сортов. У растений устойчивого сорта толь-
ко 1мМ Cа

2+
 весьма сильно активировал рАЦ в 

клетках корня, тогда как в стебле все концен-
трации, за исключением 10 мМ, незначительно 
активировали ее активность. В то же время у 
восприимчивого сорта в корнях рАЦ ингибиро-
валась при повышенных концентрациях Cа

2+
, но 

под влиянием тех же концентраций весьма 
сильно возрастала в клетках стебля.  

Известно, что воздействие биотических 
стрессоров вызывает у растений резкое и крат-
ковременное повышение уровня цАМФ, которое 
приводит, в том числе, к активации нуклеотид-
зависимых кальциевых ионных каналов [22, 23].  

Ранее нами был выполнен цикл работ по 
влиянию ЭПС Cms на уровень цАМФ и актив-
ность тмАЦ и рАЦ в клетках растений картофе-
ля in vitro, где по этим показателям были выяв-
лены сортовые особенности. Было показано, 
что при добавлении ЭПС Cms к среде роста 
наблюдалась активация тмАЦ и рАЦ в клетках 
корня и стеблей растений in vitro резистентного 
сорта картофеля уже через 1 мин воздействия, 
тогда как в тех же органах растений восприим-
чивого сорта наблюдалось существенное инги-
бирование активности АЦ, а незначительная 
активация появлялась только спустя 15 мин по-
сле воздействия [24]. В этих же условиях были 
исследованы кинетические параметры тмАЦ и 
рАЦ из клеток корня. Показано, что ЭПС прямо 
или косвенно оказывали влияние на кинетиче-
ские параметры этих форм фермента [25]. Ак-
тивация тмАЦ фторидом натрия, ингибиторный 
анализ [25], а также результаты выявления ре-
цепторов к Cms на плазмалемме клеток тех же 
сортов картофеля позволили сделать вывод о 
том, что ЭПС Cms выступают в качестве лиган-
дов и оказывают воздействие на тмАЦ через 
сигнальный каскад, включающий рецептор – G-
белок – тмАЦ. Участие рецепторов, связанных с 
G-елками и тАЦ было показано нами ранее [25], 
хотя пока трудно более предметно обсуждать, 
какого типа G-белки присутствуют в клетках 
картофеля. Ранее в плазмалемме клеток рас-
тений восприимчивого сорта картофеля были 

выявлены рецепторы, обладающие повышен-
ным сродством к ЭПС Cms [26], тогда как в 
клетках растений устойчивого сорта аффин-
ность к ЭПС отсутствовала. Поскольку ЭПС 
Cms гетерогенны по составу, то предполаалось, 
что они могут выступать в качестве элиситоров 
для растений устойчивого сорта картофеля или 
супрессоров для растений восприимчивого сор-
та. Авторами работы [27] у Arabidopsis thaliana 
был обнаружен белок, имеющий в своем соста-
ве нуклеотид-связывающий сайт с лейциновым 
повтором (NBS-LRR), который обладает аде-
нилатциклазной активностью. Транскрипция его 
гена выявлялась при инфицировании растений 
биотрофными грибами и бактериями, но не ме-
нялась под воздействием некротрофного гриб-
ка. Было высказано предположение, что муль-
тибелковые комплексы с АЦ в качестве одного 
из доменов вовлечены в реализацию устойчи-
вости к болезням: связываясь со специфиче-
скими вирулентными белковыми факторами, 
они активируются, в результате чего локально 
возрастает уровень цАМФ, запускающий даль-
нейший сигнальный каскад [27].  

Несмотря на то что с ЭПС Cms контактиро-
вали только корни, изменение активности тмАЦ 
и рАЦ наблюдалось и в стеблях. На основании 
этого был сделан вывод о том, что в растениях 
индуцировалась системная реакция аденилат-
циклазной сигнальной системы [25]. Известно, 
что под воздействием стрессоров на плазма-
лемме клеток растений может возникать элек-
трохимический потенциал, системно распро-
страняющийся по всему стеблю [28], а актив-
ность тмАЦ может меняться под его воздей-
ствием [29]. Модуляция активности тмАЦ при-
водит к локальному изменению концентрации 
цАМФ, что способствует активации нуклеотид-
зависимых Са

2+
-каналов [22], кратковременно 

повышая концентрацию ионов кальция в районе 
плазмалеммы за счет их выхода из свободного 
пространства клеточной стенки. Можно предпо-
ложить, что такие изменения уровня цАМФ ин-
дивидуальны в клетках растений разных сортов 
картофеля, поскольку, как обсуждалось выше, 
связаны с лиганд-рецепторными взаимодей-
ствиями. В свою очередь изменение уровня 
ионов Са

2+
 в цитозоле, возможно, оказывает до-

полнительный супрессирующий эффект на ак-
тивность тмАЦ в клетках растений восприимчи-
вого сорта, как было показано в данной работе. 

Активность рАЦ может модулироваться 
только под воздействием меняющихся окружа-
ющих условий, например, изменения концен-
трации ионов кальция в цитоплазме или орга-
неллах. Поскольку эта форма фермента лока-
лизована в основном во внутриклеточных орга-
неллах (ядро, хлоропласты, вакуоли), где под-
держивается, как правило, более высокая кон-
центрация ионов кальция [30], снижение его 
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концентрации в данных компартментах при 
стрессе, вероятно, может оказывать модулиру-
ющий эффект на активность рАЦ.  

 
ВЫВОДЫ 
Таким образом, неодинаковая реакция аде-

нилатциклаз растений картофеля обоих сортов 
на различные концентрации экзогенного каль-
ция свидетельствует, скорее всего, о наличии 
нескольких изоформ этого фермента, отличаю-

щихся по чувствительности к ионам кальция. 
При этом возможно, что растения обоих сортов 
также отличаются по спектру таких изоформ. 
Исходя из того, что под воздействием ЭПС Cms 
чувствительность к ионам кальция обеих форм 
аденилатциклаз существенно менялась в клет-
ках растений обоих сортов, можно предполо-
жить, что эта особенность является одним из 
механизмов различной устойчивости растений 
данных сортов к Cms. 

 
CПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ 

1. Gehring C., Turek I. Cyclic nucleotide mono-
phosphates and their cyclases in plant signaling // 
Frontiers Plant Science. 2017. Vol. 8. Article 1704. 
https://doi.org/10.3389/fpls.2017.01704 

2. Leipe D.D., Koonin E.V., Aravind L. STAND, a 
class of P-loop NTPases including animal and plant 
regulators of programmed cell death: multiple, com-
plex domain architectures, unusual phyletic patterns, 
and evolution by horizontal gene transfer // Journal of 
Molecular Biology. 2004. Vol. 343. Issue 1. P.1–28. 
https://doi.org/10.1016/j.jmb.2004.08.023 

3. Al-Younis I., Wong A., Gehring C. The Ara-
bidopsis thaliana K+-uptake permease 7 (AtKUP7) 
contains afunctional cytosolic adenylate cyclase cata-
lytic centre // FEBS Letters. 2015. Vol. 589. Issue 21, 
part B. P. 3848–3852. https://doi.org/10.1016/j.febs-
let.2015.11.038 

4. Chatukuta P., Dikobe T.B., Kawadza D.T., Seh-
labane K.S., Takundwa M.M., Wong A., et al. An Ara-
bidopsis clathrin assembly protein with a predicted role 
in plant defense can function as an adenylate cyclase 
// Biomolecules. 2018. Vol. 8. Issue 2. P. 15. https:// 
doi.org/10.3390/biom8020015 

5. Kasahara M., Suetsugu N., Urano Y., Yamamo-
to C., Ohmori M., Takada Y., et al. An adenylyl cyclase 
with a phosphodiesterase domain in basal plants with 
a motile sperm system // Scientific Reports. 2016. Vol. 
6. Article no. 39232. https://doi.org/10.1038/srep39232 

6. Halls M.L., Cooper D.M.F. Regulation by Ca
2+

-
signaling pathways of adenylyl cyclases // Cold Spring 
Harbor Perspectives in Biology. 2011. Vol. 3. Issue 1. 
Article no. a004143. https://doi.org/10.1101/cshpers-
pect.a004143 

7. Johnson J.M., Reichelt M., Vadassery J., 
Gershenzon J., Oelmüller R. An Arabidopsis mutant 
impaired in intracellular calcium elevation is sensitive 
to biotic and abiotic stress // BMC Plant Biology. 2014. 
Vol. 14. Issue 1. Article no. 162. https://doi.org/10.1 
186/1471-2229-14-162 

8. Hepler P.K. Calcium: a central regulator of plant 
growth and development // The Plant Cell. 2005. Vol. 
17. Issue 8. P. 2142–2155. https://doi.org/10.1105/ 
tpc.105.032508 

9. Ma S.Y., Zhao M. Calcium regulation of Ara-
bidopsis salt resistance // Acta Agronomica Sinica. 
2006. Vol. 32. Issue 11. P. 1706–1711. 

10. Moeder W., Urquhart W., Ung H., Yoshioka K. 
The role of cyclic nucleotide-gated ion channels in 

plant immunity // Molecular Plant. 2011. Vol. 4. Issue 
3. P. 442–452. https://doi.org/10.1093/mp/ssr018 

11. Strobel G.A. Purification and properties  
of a phytotoxic polysaccharide produced by Coryne-
bacterium sepedonicum // Plant Physiology. 1967. Vol. 
42. Issue 10. P. 1433–1441. https://doi.org/10.1104/ 
pp.42.10.1433 

12. Lomovatskaya L.A., Romanenko A.S., Filinova 
N.V., Dudareva L.V. Determination of cAMP in plant 
cells by a modified enzyme immunoassay method // 
Plant Cell Reports. 2011. Vol. 30. Issue 1. P. 125–132. 
https://doi.org/10.1007/s00299-010-0950-5 

13. Medvedev S.S. Calcium signaling system in 
plants // Russian Journal of Plant Physiology. 2005. 
Vol. 52. Issue 2. P. 249–270.  https://doi.org/10.100 
7/s11183-005-0038-1  

14. Willoughby D., Cooper. D.M.F. Organization 
and Ca

2+
 regulation of adenylyl cyclases in cAMP mi-

crodomains // Physiological Reviews. 2007. Vol. 87. 
Issue 3. P. 965–1010. https://doi.org/10.1152/phys-
rev.00049.2006 

15. Швартау В.В., Вирыч П.А., Маковейчук Т.И., 
Артеменко А.Ю. Кальций в растительных клетках // 
Вестник Днепропетровского университета. Серия: 
Биология. Экология. 2014. Т. 22. N 1. С. 19–32. 
https://doi.org/10.15421/011403 

16. Graskova I.A., Borovskii G.B., Kolesnichenko 
A.V., Voinikov V.K. Peroxidase as a component of the 
signaling pathway in potato cells during ring rot infec-
tion // Russian Journal of Plant Physiology. 2004. Vol. 
51. Issue 5. P. 621–626. https://doi.org/10.1023/B: 
RUPP.0000040747.61131.a9 

17. Tanzarella P., Ferretta A., Barile S.N., Ancona 
M., de Rasmo D., Signorile A., et al. Increased levels 
of cAMP by the calcium-dependent activation of solu-
ble adenylyl cyclase in parkin-mutant fibroblasts // 
Cells. 2019. Vol. 8. Issue 3. P. 250. https://doi.org/ 
10.3390/cells8030250 

18. Witters E., Quanten L., Bloemen J., Valcke R., 
van Onckelen H. Product identification and adenylyl 
cyclase activity in chloroplasts of Nicotiana tabacum // 
Rapid Communications in Mass Spectrometry. 2004. 
Vol. 18. Issue 4. P. 499–504. https://doi.org/10.100 
2/rcm.1365 

19. Witters E., Valcke R., van Onckelen H. Cyto-
enzymological analysis of adenylyl cyclase activity and 
3’:5’-cAMP immunolocalization in chloroplasts of Nico-
tiana tabacum // New Phytologist. 2005. Vol. 168. Is-

https://www.elibrary.ru/contents.asp?id=33165688


Филинова Н.В., Ломоватская Л.А., Романенко А.С. Экзогенный кальций модулирует … 
Filinova N.V., Lomovatskaya L.A., Romanenko A.S. Exogenous calcium modulates … 

 

 

410 
 

ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 
 

  
 

sue 1. P. 99–108. https://doi.org/10.1111/j.1469-
8137.2005.01476.x 

20. Carricarte V.C., Bianchin G.M., Muschietti J.P., 
Téllez-Iñón M.T., Perticari A., Torres N., et al. Adenyl-
ate cyclase activity in a higher plant, alfalfa (Medicago 
sativa) // The Biochemical Journal. 1988. Vol. 249. 
Issue 3. P. 807–811. https://doi.org/10.1042/bj2490807 

21. Moutinho A., Hussey P.J., Trevawas A.J., Mal-
ho R. cAMP acts as a second messenger in pollen 
tube growth and reorientation // Proceedings of the 
National Academy of Sciences of the USA. 2001. Vol. 
98. Issue 18. P. 10481–1048. https://doi.org/10.1073/ 
pnas.171104598 

22. Ma W., Berkowitz G.A. Ca
2+

 conduction by 
plant cyclic nucleotide gated channels and associated 
signaling components in pathogen defense signal 
transduction cascades // New Phytologist. 2011. Vol. 
190. Issue 3. P. 566–572. https://doi.org/10.1111/j. 
1469-8137.2010.03577.x 

23. Duszyn M., Świeżawska B., Szmidt-Jaworska 
A., Jaworski K. Cyclic nucleotide gated channels 
(CNGCs) in plant signalling-Current knowledge and 
perspectives // Journal of Plant Physiology. 2019.  
Vol. 241. Article no. 153035. https://doi.org/10.1016/j. 
jplph.2019.153035 

24. Ломоватская Л.А., Романенко А.С., Криво-
лапова Н.В., Копытчук В.Н., Саляев Р.К. Системная 
активация аденилатциклазы, локализованной в 
плазмалемме клеток картофеля при бактериаль-
ном патогенезе // Доклады Академии наук. 2007.  
Т. 413. N 3. C. 420–423.  

25. Ломоватская Л.А., Романенко А.С., Филино-

ва Н.В. Аденилатциклазы растений: влияние био-
тического стрессора на кинетические параметры 
трансмембранной и «растворимой» форм аде-
нилатциклазы // Биологические мембраны. 2014.  
Т. 31. N 2. С. 129–136. https://doi.org/10.7868/S02 
33475514010071 

26. Romanenko A.S., Lomovatskaya L.A., Shafi-
kova T.N., Borovskii G.B., Krivolapova N.V. Potato сell 
plasma membrane receptors to ring rot pathogen ex-
tracellular polysaccharides // Journal of Phytopatholo-
gy. 2003. Vol. 151. Issue 1. P 1–6. https://doi.org/ 
10.1046/J.1439-0434.2003.00667.x 

27. Bianchet C., Wong A., Quaglia M., Alqurashi 
M., Gehring C., Ntoukakis V., et al. An Arabidopsis 
thaliana leucine-rich repeat protein harbors an adenylyl 
cyclase catalytic center and affects responses to path-
ogens // Journal of Plant Physiology. 2019. Vol. 232. 
P. 12–22. https://doi.org/10.1016/j.jplph.2018.10.025 

28. Пятыгин С.С., Воденеев В.А., Опритов В.А. 
Деполяризация плазматической мембраны как 
универсальная первичная биоэлектрическая реак-
ция растительных клеток на действия различных // 
Успехи современной биологии. 2006. Т. 126. N 5.  
C. 492–502. 

29. Соореr D.M.F., Shell M.J., Thorn P., Irvine 
R.F. Regulation of adenylyl cyclase by membrane po-
tential // Journal of Biological Chemistry. 1998. Vol. 
273. Issue 42. P. 27703–27707. https://doi.org/10. 
1074/jbc.273.42.27703 

30. Pittman J.K. Vacuolar Ca
2+ 

uptake // Cell Cal-

cium. 2011. Vol. 50. Issue 2. P. 139–146. https://doi. 
org/10.1016/j.ceca.2011.01.004 

 
REFERENCES 

1. Gehring C, Turek I. Cyclic nucleotide mono-
phosphates and their cyclases in plant signaling. Fron-
tiers Plant Science. 201;8. Article 1704. https://doi. 
org/10.3389/fpls.2017.01704 

2. Leipe DD, Koonin EV, Aravind L. STAND, a 
class of P-loop NTPases including animal and plant 
regulators of programmed cell death: multiple, com-
plex domain architectures, unusual phyletic patterns, 
and evolution by horizontal gene transfer. Journal of 
Molecular Biology. 2004;343(1):1–28. https://doi.org/ 
10.1016/j.jmb.2004.08.023 

3. Al-Younis I, Wong A, Gehring C. The Arabidop-
sis thaliana K+-uptake permease 7 (AtKUP7) contains 
afunctional cytosolic adenylate cyclase catalytic cen-
tre. FEBS Letters. 2015;589(21B):3848–3852. https: 
//doi.org/10.1016/j.febslet.2015.11.038 

4. Chatukuta P, Dikobe TB, Kawadza DT, Seh-
labane KS, Takundwa MM, Wong A, et al. An Ara-
bidopsis clathrin assembly protein with a predicted role 
in plant defense can function as an adenylate cyclase. 
Biomolecules. 2018;8(2):15. https://doi.org/10.3390/ 
biom8020015 

5. Kasahara M, Suetsugu N, Urano Y, Yamamoto 
C, Ohmori M, Takada Y, et al. An adenylyl cyclase 
with a phosphodiesterase domain in basal plants with 
a motile sperm system. Scientific Reports. 2016;6. 

Article no. 39232. https://doi.org/10.1038/srep39232 
6. Halls ML, Cooper DMF. Regulation by Ca

2+
-

signaling pathways of adenylyl cyclases. Cold Spring 
Harbor Perspectives in Biology. 2011;3(1). Article no. 
a004143. https://doi.org/10.1101/cshperspect.a004143 

7. Johnson JM, Reichelt M, Vadassery J, 
Gershenzon J, Oelmüller R. An Arabidopsis mutant 
impaired in intracellular calcium elevation is sensitive 
to biotic and abiotic stress. BMC Plant Biology. 
2014;14(1). Article no. 162. https://doi.org/10.1186/ 
1471-2229-14-162 

8. Hepler PK. Calcium: a central regulator of plant 
growth and development. The Plant Cell. 
2005;17(8):2142–2155. https://doi.org/10.1105/tpc. 
105.032508 

9. Ma SY, Zhao M. Calcium regulation of Ara-
bidopsis salt resistance. Acta Agronomica Sinica. 
2006;32(11):1706–1711. 

10. Moeder W, Urquhart W, Ung H, Yoshioka K. 
The role of cyclic nucleotide-gated ion channels in 
plant immunity. Molecular Plant. 2011;4(3):442–452. 
https://doi.org/10.1093/mp/ssr018) 

11. Strobel GA. Purification and properties of a 
phytotoxic polysaccharide produced by Corynebacte-
rium sepedonicum. Plant Physiology. 1967;42(10): 
1433–1441. https://doi.org/10.1104/pp.42.10.1433 

javascript:;
javascript:;
javascript:;
javascript:;
javascript:;
https://www.researchgate.net/scientific-contributions/38252170_A_S_Romanenko?_sg%5B0%5D=1srbaqninXKZdN01jQhZ6P1un5lvq4_OAHHNYZHhaUsJFV4oozjFpW1IWg8zHXJTYsK7CUY.Pa3RbwHU2a1MW8y0wcrd0_aLn1HHgVxBoUBqDSQYVyeD2Y6ibQFpAnV1rB8M7i2fz1S1nE5jUiv25ANVustWCQ&_sg%5B1%5D=ldBxNjyrBspl5yHVc3EhB8U_SPT0RkCV3nOquABROYwMI48COLsl7g7VqQNxZjMUirT_OSg.ZFmtANtHb2Dqgotd1unItWJViqjCwTbR9vBHwoWwO_K1EfPTQIAyVj4vq9ZycefMBpP_OCb1Bkxh2O-_W6NjFg
https://www.researchgate.net/profile/Lo_Lomovatskaya?_sg%5B0%5D=1srbaqninXKZdN01jQhZ6P1un5lvq4_OAHHNYZHhaUsJFV4oozjFpW1IWg8zHXJTYsK7CUY.Pa3RbwHU2a1MW8y0wcrd0_aLn1HHgVxBoUBqDSQYVyeD2Y6ibQFpAnV1rB8M7i2fz1S1nE5jUiv25ANVustWCQ&_sg%5B1%5D=ldBxNjyrBspl5yHVc3EhB8U_SPT0RkCV3nOquABROYwMI48COLsl7g7VqQNxZjMUirT_OSg.ZFmtANtHb2Dqgotd1unItWJViqjCwTbR9vBHwoWwO_K1EfPTQIAyVj4vq9ZycefMBpP_OCb1Bkxh2O-_W6NjFg
https://www.researchgate.net/scientific-contributions/13085463_T_N_Shafikova?_sg%5B0%5D=1srbaqninXKZdN01jQhZ6P1un5lvq4_OAHHNYZHhaUsJFV4oozjFpW1IWg8zHXJTYsK7CUY.Pa3RbwHU2a1MW8y0wcrd0_aLn1HHgVxBoUBqDSQYVyeD2Y6ibQFpAnV1rB8M7i2fz1S1nE5jUiv25ANVustWCQ&_sg%5B1%5D=ldBxNjyrBspl5yHVc3EhB8U_SPT0RkCV3nOquABROYwMI48COLsl7g7VqQNxZjMUirT_OSg.ZFmtANtHb2Dqgotd1unItWJViqjCwTbR9vBHwoWwO_K1EfPTQIAyVj4vq9ZycefMBpP_OCb1Bkxh2O-_W6NjFg
https://www.researchgate.net/scientific-contributions/13085463_T_N_Shafikova?_sg%5B0%5D=1srbaqninXKZdN01jQhZ6P1un5lvq4_OAHHNYZHhaUsJFV4oozjFpW1IWg8zHXJTYsK7CUY.Pa3RbwHU2a1MW8y0wcrd0_aLn1HHgVxBoUBqDSQYVyeD2Y6ibQFpAnV1rB8M7i2fz1S1nE5jUiv25ANVustWCQ&_sg%5B1%5D=ldBxNjyrBspl5yHVc3EhB8U_SPT0RkCV3nOquABROYwMI48COLsl7g7VqQNxZjMUirT_OSg.ZFmtANtHb2Dqgotd1unItWJViqjCwTbR9vBHwoWwO_K1EfPTQIAyVj4vq9ZycefMBpP_OCb1Bkxh2O-_W6NjFg
https://www.researchgate.net/profile/Gennadii_Borovskii
https://www.researchgate.net/scientific-contributions/35007993_N_V_Krivolapova?_sg%5B0%5D=1srbaqninXKZdN01jQhZ6P1un5lvq4_OAHHNYZHhaUsJFV4oozjFpW1IWg8zHXJTYsK7CUY.Pa3RbwHU2a1MW8y0wcrd0_aLn1HHgVxBoUBqDSQYVyeD2Y6ibQFpAnV1rB8M7i2fz1S1nE5jUiv25ANVustWCQ&_sg%5B1%5D=ldBxNjyrBspl5yHVc3EhB8U_SPT0RkCV3nOquABROYwMI48COLsl7g7VqQNxZjMUirT_OSg.ZFmtANtHb2Dqgotd1unItWJViqjCwTbR9vBHwoWwO_K1EfPTQIAyVj4vq9ZycefMBpP_OCb1Bkxh2O-_W6NjFg
file:///G:/РАБОТА/ИЗВЕСТИЯ%20ВУЗОВ.%20ПРИКЛАДНАЯ%20ХИМИЯ/hp/AppData/Roaming/Microsoft/AppData/Roaming/Microsoft/AppData/Roaming/Microsoft/AppData/Local/Temp/AppData/Local/1/Desktop/Ð�Ð¸Ð¾Ð¼ÐµÐ¼Ð±Ñ�Ð°Ð½Ñ�/Ð�Ð°Ñ�Ñ�Ð¸Ð¹%20Ð²%20Ð²Ð°ÐºÑ�Ð¾Ð
https://www.sciencedirect.com/science/journal/01434160
https://www.sciencedirect.com/science/journal/01434160


Филинова Н.В., Ломоватская Л.А., Романенко А.С. Экзогенный кальций модулирует … 
Filinova N.V., Lomovatskaya L.A., Romanenko A.S. Exogenous calcium modulates … 

 

 

 
ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 

 
411 

  
 

12. Lomovatskaya LA, Romanenko AS, Filinova 
NV, Dudareva LV. Determination of cAMP in plant 
cells by a modified enzyme immunoassay method. 
Plant Cell Reports. 2011;30(1):125–132. https://doi. 
org/10.1007/s00299-010-0950-5 

13. Medvedev SS. Calcium signaling system in 
plants. Russian Journal of Plant Physiology. 
2005;52(2):249–270. https://doi.org/10.1007/s11183-
005-0038-1  

14. Willoughby D, Cooper. DMF. Organization and 
Ca

2+
 regulation of adenylyl cyclases in cAMP micro-

domains. Physiological Reviews. 2007;87(3):965–
1010. https://doi.org/10.1152/physrev.00049.2006 

15. Schwartau VV, Virych PA, Makoveychuk TI, 
Artemenko AY. Calcium in plant cells. Vestnik Dne-
propetrovskogo universiteta. Seriya: Biologiya. 
Ekologiya = Visnyk of Dnipropetrovsk University. Biol-
ogy, ecology. 2014;22(1):19–32. (In Russian) https:// 
doi.org/10.15421/011403  

16. Graskova IA, Borovskii GB, Kolesnichenko AV, 
Voinikov VK. Peroxidase as a component of the sig-
naling pathway in potato cells during ring rot infection. 
Russian Journal of Plant Physiology. 2004;51(5):621–626. 
https://doi.org/10.1023/B:RUPP.0000040747.61131.a9 

17. Tanzarella P, Ferretta A, Barile SN, Ancona M, 
de Rasmo D, Signorile A, et al. Increased levels of 
cAMP by the calcium-dependent activation of soluble 
adenylyl cyclase in parkin-mutant fibroblasts. Cells. 
2019;8(3):250. https://doi.org/10.3390/cells8030250 

18. Witters E, Quanten L, Bloemen J, Valcke R, 
van Onckelen H. Product identification and adenylyl 
cyclase activity in chloroplasts of Nicotiana tabacum. 
Rapid Communications in Mass Spectrometry. 
2004;18(4):499–504. https://doi.org/10.1002/rcm.1365 

19. Witters E, Valcke R, van Onckelen H. Cytoen-
zymological analysis of adenylyl cyclase activity and 
3’:5’-cAMP immunolocalization in chloroplasts of Nico-
tiana tabacum. New Phytologist. 2005;168(1):99–108. 
https://doi.org/10.1111/j.1469-8137.2005.01476.x 

20. Carricarte VC, Bianchin GM, Muschietti JP, 
Téllez-Iñón MT, Perticari A, Torres N, et al. Adenylate 
cyclase activity in a higher plant, alfalfa (Medicago sa-
tiva). The Biochemical Journal. 1988;249(3):807–811. 
https://doi.org/10.1042/bj2490807 

21. Moutinho A, Hussey PJ, Trevawas AJ, Malho 
R. cAMP acts as a second messenger in pollen tube 
growth and reorientation. Proceedings of the National 
Academy of Sciences of the USA. 2001;98(18):10481–

1048. https://doi.org/10.1073/pnas.171104598 
22. Ma W, Berkowitz GA. Ca

2+
 conduction by plant 

cyclic nucleotide gated channels and associated sig-
naling components in pathogen defense signal trans-
duction cascades. New Phytologist. 2011;190(3):566–
572. https://doi.org/10.1111/j.1469-8137.2010.03577.x 

23. Duszyn M, Świeżawska B, Szmidt-Jaworska 
A, Jaworski K. Cyclic nucleotide gated channels 
(CNGCs) in plant signalling-Current knowledge and 
perspectives. Journal of Plant Physiology. 2019;241. 
Article no. 153035. https://doi.org/10.1016/j.jplph.20 
19.153035 

24. Lomovatskaya LA, Romanenko AS, Krivola-
pova NV, Kopytchuk VN, Salyaev RK. Systemic acti-
vation of adenylate cyclase localized in the plasma-
lemma of potato cells during bacterial pathogenesis. 
Doklady Akademii nauk. 2007;413(3):420–423. (In 
Russian) 

25. Lomovatskaya LA, Romanenko AS, Filinova 
NV. Plant adenylate cyclases: the effect of a biotic 
stressor on the kinetic parameters of transmembrane 
and “soluble” forms of adenylate cyclases. Biolog-
icheskie membrany. 2014, vol. 31, no 2. pp.129–136. 
(In Russian) 

26. Romanenko AS, Lomovatskaya LA, Shafikova 
TN, Borovskii GB, Krivolapova NV. Potato сell plasma 
membrane receptors to ring rot pathogen extracellular 
polysaccharides. Journal of Phytopathology. 
2003;151(1):1–6. https://doi.org/10.1046/J.1439-04 
34.2003.00667.x 

27. Bianchet C, Wong A, Quaglia M, Alqurashi M, 
Gehring C, Ntoukakis V, et al. An Arabidopsis thaliana 
leucine-rich repeat protein harbors an adenylyl cyclase 
catalytic center and affects responses to pathogens. 
Journal of Plant Physiology. 2019;232:12–22. 
https://doi.org/10.1016/j.jplph.2018.10.025 

28. Pyatygin SS, Vodeneev VA, Opritov VA. Depo-
larization of plasma membrane as the universal prima-
ry bioelectnc response of plant cells to action of differ-
ent factors. Uspekhi sovremennoi biologii. 2006;126 
(5):493–502. (In Russian) 

29. Соореr DMF, Shell MJ, Thorn P, Irvine RF. 
Regulation of adenylyl cyclase by membrane potential. 
Journal of Biological Chemistry. 1998;273(42):27703–
27707. https://doi.org/10.1074/jbc.273.42.27703 

30. Pittman JK. Vacuolar Ca
2+ 

uptake. Cell Calci-
um. 2011;50(2):139–146. https://doi.org/10.1016/j.ce-
ca.2011.01.004 

 
СВЕДЕНИЯ ОБ АВТОРАХ  INFORMATION ABOUT THE AUTHORS 

   
Филинова Надежда Владимировна, 
к.б.н., научный сотрудник, 
Сибирский институт физиологии  
и биохимии растений СО РАН,  
664033, г. Иркутск, ул. Лермонтова, 132,  
а/я 317, 
Российская Федерация, 
 e-mail: filinova@sifibr.irk.ru 

 Nadegda V. Filinova, 
Cand. Sci. (Biology), Researcher, 
Siberian Institute of Plant Physiology  
and Biochemistry SB RAS, 
132, Lermontov St., Irkutsk, 664033, 
Russian Federation, 
 e-mail: filinova@sifibr.irk.ru 
 

   

https://doi.org/10.1007/s11183-005-0038-1
https://doi.org/10.1007/s11183-005-0038-1
https://www.elibrary.ru/contents.asp?id=33165688
javascript:;
javascript:;
javascript:;
javascript:;
javascript:;
https://www.researchgate.net/scientific-contributions/38252170_A_S_Romanenko?_sg%5B0%5D=1srbaqninXKZdN01jQhZ6P1un5lvq4_OAHHNYZHhaUsJFV4oozjFpW1IWg8zHXJTYsK7CUY.Pa3RbwHU2a1MW8y0wcrd0_aLn1HHgVxBoUBqDSQYVyeD2Y6ibQFpAnV1rB8M7i2fz1S1nE5jUiv25ANVustWCQ&_sg%5B1%5D=ldBxNjyrBspl5yHVc3EhB8U_SPT0RkCV3nOquABROYwMI48COLsl7g7VqQNxZjMUirT_OSg.ZFmtANtHb2Dqgotd1unItWJViqjCwTbR9vBHwoWwO_K1EfPTQIAyVj4vq9ZycefMBpP_OCb1Bkxh2O-_W6NjFg
https://www.researchgate.net/profile/Lo_Lomovatskaya?_sg%5B0%5D=1srbaqninXKZdN01jQhZ6P1un5lvq4_OAHHNYZHhaUsJFV4oozjFpW1IWg8zHXJTYsK7CUY.Pa3RbwHU2a1MW8y0wcrd0_aLn1HHgVxBoUBqDSQYVyeD2Y6ibQFpAnV1rB8M7i2fz1S1nE5jUiv25ANVustWCQ&_sg%5B1%5D=ldBxNjyrBspl5yHVc3EhB8U_SPT0RkCV3nOquABROYwMI48COLsl7g7VqQNxZjMUirT_OSg.ZFmtANtHb2Dqgotd1unItWJViqjCwTbR9vBHwoWwO_K1EfPTQIAyVj4vq9ZycefMBpP_OCb1Bkxh2O-_W6NjFg
https://www.researchgate.net/scientific-contributions/13085463_T_N_Shafikova?_sg%5B0%5D=1srbaqninXKZdN01jQhZ6P1un5lvq4_OAHHNYZHhaUsJFV4oozjFpW1IWg8zHXJTYsK7CUY.Pa3RbwHU2a1MW8y0wcrd0_aLn1HHgVxBoUBqDSQYVyeD2Y6ibQFpAnV1rB8M7i2fz1S1nE5jUiv25ANVustWCQ&_sg%5B1%5D=ldBxNjyrBspl5yHVc3EhB8U_SPT0RkCV3nOquABROYwMI48COLsl7g7VqQNxZjMUirT_OSg.ZFmtANtHb2Dqgotd1unItWJViqjCwTbR9vBHwoWwO_K1EfPTQIAyVj4vq9ZycefMBpP_OCb1Bkxh2O-_W6NjFg
https://www.researchgate.net/profile/Gennadii_Borovskii
https://www.researchgate.net/scientific-contributions/35007993_N_V_Krivolapova?_sg%5B0%5D=1srbaqninXKZdN01jQhZ6P1un5lvq4_OAHHNYZHhaUsJFV4oozjFpW1IWg8zHXJTYsK7CUY.Pa3RbwHU2a1MW8y0wcrd0_aLn1HHgVxBoUBqDSQYVyeD2Y6ibQFpAnV1rB8M7i2fz1S1nE5jUiv25ANVustWCQ&_sg%5B1%5D=ldBxNjyrBspl5yHVc3EhB8U_SPT0RkCV3nOquABROYwMI48COLsl7g7VqQNxZjMUirT_OSg.ZFmtANtHb2Dqgotd1unItWJViqjCwTbR9vBHwoWwO_K1EfPTQIAyVj4vq9ZycefMBpP_OCb1Bkxh2O-_W6NjFg
file:///G:/РАБОТА/ИЗВЕСТИЯ%20ВУЗОВ.%20ПРИКЛАДНАЯ%20ХИМИЯ/hp/AppData/Roaming/Microsoft/AppData/Roaming/Microsoft/AppData/Roaming/Microsoft/AppData/Local/Temp/AppData/Local/1/Desktop/Ð�Ð¸Ð¾Ð¼ÐµÐ¼Ð±Ñ�Ð°Ð½Ñ�/Ð�Ð°Ñ�Ñ�Ð¸Ð¹%20Ð²%20Ð²Ð°ÐºÑ�Ð¾Ð
https://www.sciencedirect.com/science/journal/01434160
https://www.sciencedirect.com/science/journal/01434160
mailto:filinova@sifibr.irk.ru
mailto:filinova@sifibr.irk.ru


Филинова Н.В., Ломоватская Л.А., Романенко А.С. Экзогенный кальций модулирует … 
Filinova N.V., Lomovatskaya L.A., Romanenko A.S. Exogenous calcium modulates … 

 

 

412 
 

ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 
 

  
 

Ломоватская Лидия Арнольдовна, 
д.б.н., профессор,  
ведущий научный сотрудник, 
Сибирский институт физиологии  
и биохимии растений СО РАН,  
664033, г. Иркутск, ул. Лермонтова, 132,  
а/я 317, 
Российская Федерация, 
e-mail: LidaL@sifibr.irk.ru 

 Lidiya A. Lomovatskaya  
Dr. Sci. (Biology), Professor, 
Leading Researcher, 
Siberian Institute of Plant Physiology  
and Biochemistry SB RAS, 
132, Lermontov St., Irkutsk, 664033, 
Russian Federation, 
e-mail: LidaL@sifibr.irk.ru 

   
Романенко Анатолий Сидорович,  
д.б.н., профессор,  
главный научный сотрудник, 
Сибирский институт физиологии  
и биохимии растений СО РАН,  
664033, г. Иркутск, ул. Лермонтова, 132,  
а/я 317, 
Российская Федерация, 
e-mail: rom@sifibr.irk.ru 

 Anatoliy S. Romanenko 
Dr. Sci. (Chemistry), Professor, 
Chief Researcher, 
Siberian Institute of Plant Physiology  
and Biochemistry SB RAS, 
132, Lermontov St., Irkutsk, 664033, 
Russian Federation 
e-mail: rom@sifibr.irk.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 19.10.2020.  
Одобрена после рецензирования 14.01.2021.  
Принята к публикации 30.08.2021. 

 The article was submitted 19.10.2020.  
Approved after reviewing 14.01.2021.  
Accepted for publication 30.08.2021. 

 

mailto:LidaL@sifibr.irk.ru
mailto:LidaL@sifibr.irk.ru
mailto:rom@sifibr.irk.ru
mailto:rom@sifibr.irk.ru


ИЗВЕСТИЯ ВУЗОВ. ПРИКЛАДНАЯ ХИМИЯ И БИОТЕХНОЛОГИЯ  2021  Том 11  N 3 
PROCEEDINGS OF UNIVERSITIES. APPLIED CHEMISTRY AND BIOTECHNOLOGY 2021  Vol. 11  No. 3  

 

 

 
ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 

 
413 

  
 

Оригинальная статья / Original article 

 
УДК 631.871 : 581.142: 661.52 
DOI: https://doi.org/10.21285/2227-2925-2021-11-3-413-420 

 

Раствор азотной кислоты после обработки мискантуса 
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Резюме: Мискантус во всем мире позиционируется как чрезвычайно перспективное быстровозоб-
новляемое целлюлозосодержащее сырье для производства большого числа веществ химического и 
биотехнологического синтеза. В Институте проблем химико-энергетических технологий СО 
РАН разрабатываются авторские способы обработки мискантуса разбавленными растворами 
азотной кислоты, при этом количество отработанного раствора (жидкой фазы) в 20 раз больше, 
чем целевого продукта – твердой фазы, предназначенной для ферментативного гидролиза и 
дальнейшего микробиологического синтеза биоэтанола, бактериальной целлюлозы и других цен-
ных продуктов. Была выдвинута гипотеза, что раствор азотной кислоты после обработки мис-
кантуса, нейтрализованный гидратом аммония (далее препарат), представляет собой комбини-
рованное лигногуминовое удобрение. Для проверки этой гипотезы исследована рострегулирую-
щая активность препарата на примере семян гороха посевного. Установлено, что в зависимости 
от степени разведения и времени выдержки препарат действует двойственно: то как стимуля-
тор, то как ингибитор роста. Так, при степени разведения 1:10 препарат действует как ингиби-
тор, а при степени разведения 1:1 000 000 действие препарата перестает проявляться. Рабочим 
диапазоном является степень разведения от 1:100 до 1:10 000, когда наблюдается повышение 
энергии прорастания и всхожести на 2–6% по сравнению с контролем и стимулируется рост кор-
ней на 21–29%, то есть, проявляется ауксиноподобное ростстимулирующее действие. При дли-
тельной выдержке в течение 4-х суток препарат показывает ростингибирующее действие: сни-
жаются энергия прорастания, всхожесть, длина стеблей и корней гороха посевного. Поскольку 
новый препарат в определенных условиях показал ростстимулирующую активность, можно счи-
тать подтвержденным, что он является комбинированным лигногуминовым удобрением.  
 

Ключевые слова: мискантус, азотная кислота, горох посевной, рострегулирование 
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as a growth regulator of seed peas (Pisum sativum L.)  

in vitro 
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Abstract: All over the world, miscanthus is positioned as an extremely promising and rapidly renewable cel-
lulose-containing raw material for the production of a large number of substances of chemical and biotechno-
logical synthesis. The Institute for Problems of Chemical and Energetic Technologies of the Siberian Branch 
оf the Russian Academy of Sciences has been developing its own methods of treating miscanthus using d i-
luted solutions of nitric acid. While the amount of a waste solution (liquid phase) is 20 times greater than the 
target product — a solid phase -- intended for enzymatic hydrolysis and further microbiological synthesis of 
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bioethanol, bacterial cellulose and other valuable products. The hypothesis states that a nitric acid solution 
after treatment with miscanthus, which was neutralized with ammonium hydrate (hereinafter referred to as 
the preparation), is a combined lignohumic fertilizer. Testing this hypothesis has required studying the 
growth-regulating activity of the preparation using the example of sowing pea seeds. The results show that, 
depending on the degree of dilution and the exposure time, the preparation acts in two ways: either as a 
stimulant or as a growth inhibitor. Thus, at a dilution rate of 1:10, the preparation acts as an inhibitor, and at 
a dilution rate of 1:1,000,000, its effect ceases. The working range includes the dilution rate between 1:100 
and 1:10,000, when an increase in germination energy and rate is observed by 2–6% compared to the con-
trol and root growth is stimulated by 21–29%, i.e. an auxin-like growth-stimulating effect is observed. 
With prolonged endurance during the 4th day, the preparation showed a growth-inhibiting effect, indicated by 
the decrease in the germination energy and rate, the length of the stems and roots of the sowing pea. The 
new preparation showing growth-stimulating activity under certain conditions, supposedly confirms the hy-
pothesis that it is a combined lignohumic fertilizer. 
 

Keywords: miscanthus, nitric acid, seed peas, growth regulation 
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ВВЕДЕНИЕ 
В настоящее время в мировом сообществе 

активно развивается концепция экономики за-
мкнутого цикла, основные принципы которой за-
ключаются в возобновлении ресурсов, перера-
ботке вторичного сырья, переходе от ископаемо-
го топлива к использованию возобновляемых 
источников энергии [1, 2]. 

Чрезвычайно перспективным сырьём являет-
ся мискантус – быстрорастущая («энергетиче-
ская») многолетняя злаковая техническая куль-
тура. Его биологической особенностью является 
высокая скорость роста надземной биомассы. От 
других трав (как однолетних, так и многолетних) 
его отличает высокое содержание целлюлозы. В 
связи с этим мискантус позиционируется как 
глобальное значимое целлюлозосодержащее 
сырье, призванное частично заменить такой не-
возобновляемый ресурс, как нефть в производ-
стве широкого спектра веществ химического и 
биотехнологического синтеза [3–5].  

В 2013 г. в Институте цитологии и генетики 
(ИЦиГ) СО РАН (г. Новосибирск) был зареги-
стрирован сорт мискантуса Сорановский. В те-
чение 15 лет возделывания его урожайность со-
ставляет 12 т/га [6, 7]. Этот вид мискантуса об-
ладает высоким потенциалом для выращивания 
в  условиях Западной Сибири [8]. В 2019–2020 гг. 
заложены промышленные плантации мискантуса 
сорта Камис в 7 регионах Российской Федера-
ции

1
. В Институте проблем химико-энергети-

ческих технологий (ИПХЭТ) СО РАН разработка 
технологий переработки мискантуса ведется с 
2008 г., и к настоящему времени из него получе-
ны целлюлоза и ее эфиры, в том числе нитраты, 
бумага, глюкоза, биоэтанол, бактериальная цел-
люлоза, молочная кислота [9–14]. Для перера-

ботки мискантуса предложены авторские спосо-
бы извлечения целлюлозы и предварительной 
химической обработки с целью последующей 
биотехнологической трансформации. Эти спосо-
бы основаны на использовании разбавленных 
растворов азотной кислоты. Целевым продуктом 
является твердая фаза, которая используется в 
дальнейшем для ферментативного гидролиза 
или извлечения целлюлозы, а побочным – жид-
кая фаза, которой образуется в 20 раз больше, 
чем целевой. 

Под действием азотной кислоты происходят 
реакции нитрования и конденсации лигнина, а 
также из полисахаридов (целлюлозы и гемицел-
люлоз) образуются муравьиная, левулиновая, 
уксусная и другие органические кислоты [9, 10]. 
То есть, под действием азотной кислоты проис-
ходит гумификация органических веществ (цел-
люлозы, гемицеллюлоз и лигнина) мискантуса. 
Гуминовые вещества, растворимые в кислотах, 
относят к фракции фульвокислот [15]. Можно 
предположить, что отработанный раствор азот-
ной кислоты, нейтрализованный гидроксидом 
аммония, представляет собой комбинированное 
лигногуминовое удобрение: включает органиче-
скую составляющую: фульфокислоты, органиче-
ские кислоты, нитрованный лигнин и минераль-
ную составляющую: нитрат аммония. Однако эта 
гипотеза требует доказательств. 

Рострегулирующие свойства гуминовых ве-
ществ широко обсуждаются в литературе, но при 
этом сведений об использовании фракции фуль-
вокислот очень мало, что связано с тем, что 
обычно используются фракции, извлекаемые с 
помощью щёлочи, например, из торфа или буро-
го угля, или из других источников гуминовых ве-
ществ [15–18]. Но в единичных работах, напри-

   

1
Целлюлоза – не только лес [Электронный ресурс]. URL: http://www.proektnoegosudarstvo.ru/pse-

ssion/1438/ (10.10.2020). 

https://doi.org/10.21285/2227-2925-2021-11-3-413-420


Скиба Е.А., Скиба М.А., Пятунина О.И. Раствор азотной кислоты после обработки … 
Skiba E.A., Skiba M.A., Pyatunina O.I. Nitric acid solution after treating … 

 

 

 
ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 

 
415 

  
 

мер в кандидатской диссертации Е.Ю. Егоровой
2
, 

показана эффективность извлечения гуминовых 
кислот из торфа с помощью 2,5%-го раствора 
азотной кислоты, при этом извлеченные фрак-
ции показали хорошие результаты как на стадии 
предпосевной обработки, так и на стадии возде-
лывания моркови, картофеля и томатов. 

Целью данной работы являлось исследова-
ние рострегулирующей активности раствора, по-
лученного после обработки мискантуса разбав-
ленным раствором азотной кислоты, на примере 
семян гороха посевного. Бобовые растения ас-
социированы с азотфиксирующими бактериями и 
мало нуждаются в азоте. Если обработка гороха 
отработанным раствором положительно скажет-
ся на энергии прорастания и всхожести гороха, 
то можно предположить, что более требователь-
ные культуры еще лучше отреагируют на такую 
предпосевную обработку. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
В данной работе был использован мискантус 

сахароцветковый (или сахароцветный) – 
Miscanthus sacchariflonis (Maxim.) Hack (автор-
ская форма веерник Andersson)., выращенный в 
условиях резко континентального климата За-
падной Сибири (г  Бийск), где средняя темпера-
тура зимой составляет -15,1 ºС, летом – 17,7 ºС, 
среднегодовая норма осадков – 459 мм. Поса-
дочный материал был предоставлен ИЦиГ СО 
РАН. Возраст плантации – 7 лет. Мискантус со-
стоял из, м.д., % в пересчете на АСВ: целлюло-
зы по Кюршнеру – 52,0±0,3, пентозанов – 
20,3±0,2, кислотонерастворимого лигнина – 
21,7±0,1, и золы – 5,9±0,1. 

Мискантус был измельчен с помощью соло-
морезки Gardena (Германия) до размера частиц 
не более 10 мм и обработан 4%-м раствором 
азотной кислоты на опытно-промышленном про-
изводстве ИПХЭТ СО РАН в стандартном ем-
костном оборудовании объемом 250 л при атмо-
сферном давлении, температуре 92–96 ºС, гид-
ромодуле 1:20. Далее раствор был отделен от 
твердой фракции и нейтрализован с помощью 
гидроксида аммония.  

Отработанный и нейтрализованный раствор 
4%-й азотной кислоты (далее препарат) имел 
следующий химический состав: сухих веществ – 
4,54%, в том числе: солей аммония – 1,13%, вос-
станавливающих сахаров – 1,13% (в том числе 
глюкозы – 0,17%).  

Горох посевной (Pisum sativum L.) был 
предоставлен ООО «Курай Агро Плюс» (Алтай-
ский край, Бийский р-н, пос. Боровой). По посев-
ным качествам семена гороха соответствовали 
2-му классу согласно ГОСТ 10246-86. В работе 

намеренно использованы семена 2-го класса, 
чтобы разница между контрольными и опытными 
результатами была более заметна. 

Исследования энергии прорастания и всхо-
жести проведены в соответствии с требованиями 
ГОСТ 12038-84 «Семена сельскохозяйственных 
культур. Методы определения всхожести». Мо-
дификация состояла в проращивании на вискозе 
рулонным методом. Проращивание семян осу-
ществляли в термостате ТСО-1/80 СПУ при тем-
пературе 20 ºС. Опыты проведены в 4-х повтор-
ностях и обработаны статистически. Допускае-
мое отклонение результатов анализа отдельных 
проб от среднего составила не более ±6%. 

Рострегулирующая активность препарата  
исследована при степенях разведения препара-
та 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10 000, 1:100 000. В ка-
честве контроля использована водопроводная 
вода. Продолжительность выдержки семян горо-
ха в препарате составила 2 ч и 4 суток. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Определение степени разведения препара-

та для его использования в качестве ростре-
гулятора. Продолжительность выдержки в пре-
парате составила 2 ч. Энергия прорастания и 
всхожесть при разведениях препарата от 1:10 до 
1:100 000 представлены на рис. 1. Степень раз-
ведения препарата 1:10 являлась недостаточ-
ной, так как при ее использовании энергия про-
растания уменьшается на 35%, а всхожесть – на 
17% по сравнению с контролем. При степенях 
разведения от 1:100 до 1:10 000 наблюдалось 
повышение энергии прорастания и всхожести на 
2–6% по сравнению с контролем. Дальнейшее 
увеличение степени разведения до 1:100 000 
привело к результатам, аналогичным контролю, 
то есть это разведение было избыточным.  

Эти выводы подтвердились при измерении 
морфометрических показателей (рис. 2). Энергия 
прорастания определялась на 4-е сутки. В этот 
момент, при степенях разведения от 1:100 до 
1:10 000, длина стеблей была выше контроля на  
12–28%, а длина корней – на 21–29%. Степень 
разведения 1:10 являлась недостаточной: длина 
стеблей меньше на 25%, корней – на 16% по 
сравнению с контролем, то есть при этой степе-
ни разведения препарат действовал как ингиби-
тор роста семян гороха. Степень разведения 
1:100 000 являлась избыточной: длина стеблей и 
корней примерно были равны контрольным, то 
есть при этой степени разведения препарат пе-
реставал действовать в силу избыточного раз-
бавления. 

Всхожесть семян гороха определялась на 8-е 
сутки. При степени разведения 1:10 отставание 

   

2
Егорова Е.Ю. Эффективность препаратов на основе гуминовых кислот торфа под сельскохозяйствен-

ные культуры в условиях луговой степи Алтайского края: дисс. … канд. с-х. наук: 06.01.04. Барнаул, 
2000. 148 с. 
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длины стеблей от контрольной сокращалось до 
24%, корней – до 9% по сравнению с контролем, 
то есть частично снималось ингибирующее воз-
действие. При степенях разведения от 1:100 до 
1:10 000 длина стеблей в контрольном и опыт-
ных вариантах уравнивалась, а длина корней 
была выше, чем в контроле, на 14–20%. Овидно, 
что исследуемый препарат обладает гормонопо-
добным действием и проявляет себя как ауксин. 
При степени разведения 1: 100 000 длины стеблей 
и корней оставались примерно равными контроль-
ным. 

 

 
 

Рис. 1. Энергия прорастания и всхожесть гороха  
посевного при разведениях препарата от 1:10 до 1:100 000 
 

Fig. 1. Germination energy and capacity of garden pea  
at preparation dilutions from 1:10 to 1:100 000 

 
Явление, когда в зависимости от концентра-

ции вещество может быть стимулятором или ин-
гибитором роста растения, описано в литерату-
ре

2
 [15, 19]. Поскольку новый препарат показал 

ростстимулирующую активность, можно считать 
подтвержденным, что он является комбиниро-
ванным лигногуминовым удобрением. Ростсти-
мулирующая активность проявлялась при степе-
нях разведения от 1:100 до 1:10 000, именно 
этот диапазон следует считать рабочим.  

В работе [20] при проращивании семян горо-
ха в воде приводятся следующие данные: энер-
гия прорастания – 45%, при этом длина стебля – 

0,7 см, длина корня – 3,3 см. В контрольном опы-
те в нашей работе энергия прорастания соста-
вила 82%, при этом длина стебля – 2,4 см, длина 
корня – 5,0 см. Расхождения могут быть обу-
словлены использованием разных сортов горо-
ха. 

Исследование рострегулирующей активно-
сти препарата при длительной выдержке. По-
требители не всегда читают инструкции к препа-
ратам. Они полагают, что для более эффектив-
ной ростстимуляции семена нужно дольше вы-
держивать в растворе рострегулятора. Нами в 
данном опыте выдержка в исследуемом препа-
рате составила 4 суток вместо 2–4 ч, степень 
разведения препарата выполнена в рабочем 
диапазоне от 1:100 до 1:10 000. Однако во всех 
вариантах длительная выдержка привела к зна-
чительному снижению энергии прорастания и 
всхожести, причем снижение было тем значи-
тельнее, чем меньше степень разведения пре-
парата (рис. 3). Так, для варианта разбавления 
1:100 энергия прорастания снизилась на 10%, 
всхожесть – на 9% по сравнению с контролем. То 
есть при длительной выдержке препарат дей-
ствует как ингибитор. 

Эти же выводы можно сделать, анализируя 
морфометрические показатели гороха посевно-
го, полученные при его длительной выдержке в 
препарате (рис. 4). В течение первых 4-х суток 
семена гороха находились в неблагоприятных 
условиях, в результате для варианта разбавле-
ния 1:100 длина стеблей была меньше на 50%, 
корней – на 25% по сравнению с контролем. Да-
лее препарат был заменен на воду и через 
8 суток показатели роста улучшились. Так, длина 
стеблей стала меньше, чем в контроле, на 26–
9%, а длина корней – на 22–11%. Для больших 
разбавлений (1:1000 и 1:10 000) длина стеблей 
меньше, чем в контроле, на 17 и 9% соответ-
ственно, а длина корней – на 17 и 11% соответ-
ственно. То есть за 4 суток растениям не уда-
лось в достаточной мере восстановиться от 
угнетения. 

 

 

 
a b 

 

Рис. 2. Морфометрические показатели гороха посевного при различных степенях разведения препарата: 
а – при определении энергии прорастания; b – при определении всхожести 

 

Fig. 2. Morphological characteristics of garden pea at different dilutions of the preparation: 
a – measured germination energy; b – measured germination capacity 
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Рис. 3. Энергия прорастания и всхожесть гороха  
посевного при длительной выдержке в препарате 
 

Fig. 3. Germination energy and capacity of garden pea  
when held in the preparation for a prolonged time 

В последующем планируется исследовать 
влияние препарата на зерновые культуры (пше-
ницу (Tríticum) или овес посевной (Avéna satíva), 
так как эти культуры имеют важное сельскохо-
зяйственное значение, а также на корнеплоды – 
морковь посевную (Daucus carota subsp. sativus) 
или свеклу обыкновенную (Béta vulgáris)), по-
скольку эти культуры чувствительны к действию 
гуматов

2
. Ожидается более интенсивная рост-

стимулирующая активность исследуемого пре-
парата для указанных культур. Кроме того, со-
трудниками Алтайского государственного аграр-
ного университета (г. Барнаул) планируется ис-
пытание нового комбинированного лигногумино-
вого удобрения в полевых условиях. 

 

 
 

a b 
 

Рис. 4. Морфометрические показатели гороха посевного при длительной выдержке в препарате: 
а – при определении энергии прорастания; b – при определении всхожести 

 

Fig. 4. Morphological characteristics of garden pea when held in the preparation for a prolonged time: 
a – measured germination energy; b – measured germination capacity 

 
ВЫВОДЫ 
В зависимости от степени разведения и вре-

мени выдержки раствор азотной кислоты после 
обработки мискантуса (препарат) действует 
двойственно: то как стимулятор, то как ингибитор 
роста. 

Степень разведения препарата 1:10 являет-
ся недостаточной, при ней препарат действует 
как ингибитор, а степень разведения 1:1000 000 
– избыточной, действие препарата не проявля-
ется. 

Рабочим диапазоном разведения препарата 
является соотношение от 1:100 до 1:10 000, то-
гда в нем наблюдается повышение энергии про-

растания и всхожести на 2–6% по сравнению  
с контролем и стимулируется рост корней на  
21–29%, то есть, проявляется ауксиноподобное 
ростстимулирующее действие препарата.  

При длительной выдержке в течение 4-х су-
ток препарат показывает устойчивое ростинги-
бирующее действие: снижаются энергия прорас-
тания, всхожесть, длина стеблей и корней гороха 
посевного. 

Поскольку новый препарат в определенных 
условиях показал ростстимулирующую актив-
ность, можно считать подтвержденным, что он 
является комбинированным лигногуминовым 
удобрением.  
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Получение наноразмерного кремнегуминового препарата 
и его первичная апробация 
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Резюме: В последние десятилетия отмечается развитие и внедрение нанотехнологий, в том 
числе и в различных областях сельского хозяйства. Идет активный поиск способов получения 
препаратов для растениеводства с наночастицами, которые быстрее включаются в метаболи-
ческие процессы растений. Целью данной работы являлось получение наноразмерного кремнегу-
минового препарата и его апробация на растениях картофеля. В качестве источника гуминовых 
веществ был использован жидкий гуминовый препарат БоГум (разработка Всероссийского научно-
исследовательского института мелиорированных земель), источника кремния – метасиликат 
натрия. Для достижения наноразмерности образцов применяли метод ультразвукового дисперги-
рования. Получение осуществляли путем введения источника кремния в количестве 0,1% (по SiO2) 
в БоГум, после чего применяли ультразвуковое воздействие в течение 5, 10, 15 и 20 мин. Анализ 
полученных образцов на анализаторе размера частиц 90 Plus/MAS показал, что с увеличением 
времени диспергирования эффективный диаметр частиц изменялся незначительно. В то же вре-
мя отмечено перераспределение частиц: при воздействии на образцы в течение 20 мин увеличи-
валось количество частиц меньшего размера. После 5 мин обработки диапазон распределения ча-
стиц составил 115±13–830±23 нм, после 20 мин воздействия диаметр частиц приходился на две 
области – 81±8–120±10 и 280±4–470±18 нм. Применение ультразвука способствовало сохранению 
стабильного агрегатного состояния полученного препарата, большей микробиологической ак-
тивности и большего содержания гуминовых кислот по сравнению с кремнегуминовым препара-
том, полученным без применения ультразвука. Апробацию нового наноразмерного кремнегумино-
вого препарата проводили на растениях картофеля. Обработка клубней перед посадкой с после-
дующим некорневым опрыскиванием вегетирующих растений способствовала повышению уро-
жайности картофеля на 18,7%. Отмечали изменения в содержании монокремниевых и поликрем-
ниевых кислот в почве, а также накопление кремния в ботве картофеля при применении кремне-
гуминовых препаратов в среднем на 0,96% абс. 
 

Ключевые слова: гуминовые кислоты, кремний, картофель, ультразвук, наноразмерность ча-
стиц, урожайность  
 

Для цитирования: Смирнова Ю.Д., Рабинович Г.Ю., Фомичева Н.В. Получение наноразмерного 
кремнегуминового препарата и его первичная апробация. Известия вузов. Прикладная химия и био-
технология. 2021. Т. 11. N 3. С. 421–429. https://doi.org/10.21285/2227-2925-2021-11-3-421-429 
 

Obtaining a nanosized silica-humic preparation 
and its initial approbation 

 

Yulia D. Smirnova, Galina Yu. Rabinovich, Natalia V. Fomicheva 
 

FRC V.V. Dokuchaev Soil Science Institute, Moscow, Russian Federation 
 

Abstract: The recent decades have witnessed a significant development and implementation of nanotech-
nology, including in various branches of agriculture. There is an active search for ways to obtain preparations 
for plant growing with nanoparticles that can be more rapidly involved in the metabolic processes of plants. 
This article aims to obtain a nanosized silica-humic preparation and its approbation on potato plants. As a 
source of humic substances, a liquid humic preparation BoGum (developed by the All-Russian Research 
Institute of Reclaimed Lands) was used, as a source of silicon – sodium metasilicate. Ultrasonic dispersion 
method was used for achieving the nanoscale of the samples. A silicon source was introduced in an amount 
of 0.1% (of SiO2) into BoGum, followed by the application of ultrasonic action for 5, 10, 15 and 20 minutes. 
The analysis of the obtained samples using a 90 Plus/MAS particle size analyzer has shown that with in-
creasing dispersion time, the effective particle diameter changed insignificantly. At the same time, a redistri-
bution of particles was noted: when the samples were exposed for 20 minutes, the number of smaller parti-
cles increased. After 5 minutes of treatment, the range of particle distribution was 115±13–830±23 nm, after 
20 minutes of exposure, the particle diameter fell into two regions: 81±8–120±10 and 280±4–470±18 nm. 
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Ultrasonic action contributed to the retention of the stable state of aggregation of the obtained preparation, 
larger microbiological activity and larger content of humic acid in comparison with the silica-humic prepara-
tion, obtained without the application of an ultrasound. The new nanosized silica-humic preparation has been 
tested on potato plants. Treatment of tubers before planting, followed by foliar spraying of vegetative plants, 
has contributed to an increase in potato yield by 18.7%. Changes were noted in the content of mono- and 
polysilicic acids in the soil, as well as the accumulation of silicon in the tops of potatoes when using silica-
humic preparations by 0.96% of absolute dry mass on average. 
 

Keywords: humic acids, silicon, potatoes, ultrasound, nanosize of particles, yield 
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ВВЕДЕНИЕ 
Внедрение нанотехнологий наблюдается во 

всех сферах, не исключение и агропромышлен-
ный комплекс [1]. Одно из направлений наноин-
дустрии в сельском хозяйстве – это разработка 
препаратов для растениеводства, содержащих 
наночастицы различных металлов, гуминовых 
веществ, кремния и др. [2–5]. Наноразмерность 
частиц достигается применением химических, 
биологических и физических методов [6]. 

Одним из эффективных методов получения 
ультрадисперсных наноразмерных частиц явля-
ется ультразвук различной мощности. Например, 
ультразвуковое диспергирование верхового 
торфа в течение 30 мин на генераторе УЗГК-5-
22-МС с выходной мощностью 5 кВт и магнито-
стрикционным преобразователем ПМС-5-18 поз-
волило получить монодисперсный препарат с 
наночастицами размером от 80 до 100 нм [7]. В 
других исследованиях показано, что ультразву-
ковая кавитационная обработка торфа в водной 
среде при высоком статическом давлении за 
счет тщательного выбора параметров позволяет 
добиться измельчения торфяных частиц до ве-
личин порядка 40–60 нм. Дальнейшее введение 
3%-го торфогеля в почву эффективно повышало 
количество проросших семян и биометрические 
показатели проростков сельскохозяйственных 
культур (озимая пшеница, ячмень, овес, кукуру-
за) по сравнению с контролем [8]. Разрушенный 
до наноразмеров торф проявляет антиоксидант-
ные свойства, что тормозит развитие окисли-
тельного стресса у культурных растений и в 
свою очередь оказывает благоприятное воздей-
ствие на их рост [9]. Применение ультразвука 
направлено на получение препаратов с высоким 
уровнем гуминовых и фульвокислот, повышен-
ной физиологической активностью, которые эф-
фективнее усваиваются мембранами клеточной 
структуры растений [10]. 

Также оказались перспективными и хорошо 
зарекомендовали себя в растениеводстве крем-
нийсодержащие нанопрепараты [11], получение 
которых осуществляется химическим синтезом и 
физическими методами, в частности, при воз-
действии ультразвуком [12–14]. Например, при 

использовании ультразвукового диспергатора 
УЗДН (f – 35 кГц; N – 300 Вт; t – 30 мин)) получе-
ны наночастицы SiO2. Применение наночастиц, 
содержащих 0,03–0,21 г/кг кремния (Si), для об-
работки клубней картофеля способствовало до-
стоверному увеличению содержания хлорофил-
ла a в ростках – на 9,0–48,8%, каротиноидов – на 
29,7% и обеспечивало накопление кремния в 
стеблях и листьях на 7,7–30,1 и 5,0–39,1% соот-
ветственно [15]. Установлено, что кремнийсо-
держащие нанопрепараты способны иммобили-
зовать питательные вещества в почве, быть но-
сителями молекул и биологически активных ве-
ществ в растения, усиливать метаболическую 
активность растений [11, 16, 17]. Использование 
раствора нанокремния для долговременного за-
мачивания семян ряда сельскохозяйственных 
культур способствовало увеличению биометри-
ческих показателей их проростков [18]. Обработ-
ка семян перед посевом кремнийсодержащим пре-
паратом с частицами размером до 100 нм позво-
лила повысить урожайность зерна на 18% [19]. 

Наноразмерные препараты, применяемые в 
растениеводстве чаще всего в качестве основно-
го действующего вещества, имеют один компо-
нент. Разработка способов получения образцов 
комплексного состава с синергетическим эффек-
том представляет перспективное направление. 
Новые препараты способны быстрее включаться 
в биохимические процессы растений, что выра-
жается в сокращении сроков прорастания семян, 
развитии более мощной корневой системы, эф-
фективном метаболизме поступающих пита-
тельных элементов, тем самым увеличивая про-
дукционные возможности сельскохозяйственных 
культур.  

Целью данной работы являлось получение 
наноразмерного кремнегуминового препарата и 
его апробация на растениях картофеля. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
В качестве источника гуминовых веществ ис-

пользовали жидкий гуминовый препарат БоГум, 
разработанный во Всероссийском научно-иссле-
довательском институте мелиорированных зе-
мель (ВНИИМЗ). Получение препарата осу-
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ществляется путем щелочной экстракции на 
ферментационно-экстракционной линии, где ис-
ходным сырьем является торфонавозная смесь 
[20]. Источник кремния – водорастворимая соль 
кремния (метасиликат натрия (Na2SiO3·5H2O)) с 
содержанием 28% оксида кремния (SiO2). Для 
достижения наноразмерности частиц применяли 
метод ультразвукового (УЗ) диспергирования, 
используя ультразвуковой гомогенизатор 
Sonopulse HD 3200 (Bandelin electronic, Герма-
ния) с системой управления Amplichron

®
. Гомо-

генизатор оборудован высокочастотным генера-
тором GM 3200, ультразвуковым преобразовате-
лем UW 3200, бустером SH 213 G с титановым 
зондом ТТ диаметром 13 мм. В данной ком-
плектации гомогенизатор позволяет проводить 
ультразвуковую обработку растворов, дисперсий 
и т.д. объемом от 20 до 900 мл с максимально 
разрешенной амплитудой 100% (амплитуда – 
165 мкм). ВЧ-мощность – 200 Вт, рабочая часто-
та – 20 кГц.  

Получение наноразмерного кремнегуминово-
го препарата осуществляли путем введения су-
хого метасиликата натрия в количестве 0,1% (по 
SiO2) в гуминовый препарат БоГум непосред-
ственно перед УЗ воздействием. Ультразвуковое 
воздействие осуществляли в течение 5, 10, 15 и 
20 мин (соответственно кремнегуминовый обра-
зец 1, 2, 3 и 4). Температура смеси поддержива-
лась не выше 60 ºС с помощью проточного охла-
дителя. Проводили две серии обработок. Во всех 
полученных образцах определяли размер частиц 
методом фотон-корреляционной спектроскопии 
квазиупругого светорассеяния на анализаторе 
размера частиц 90 Plus/MAS с лавинным детек-
тором (Brookhaven Instruments, США). 

По размеру частиц исследуемых кремнегу-
миновых образцов был выбран препарат с 
наименьшими значениями диаметра частиц, 
обозначенный НаноБоГум-С, который анализи-
ровали на ряд агрохимических и микробиологи-
ческих показателей в трехкратной аналитической 
повторности:  

– рНKCl – по ГОСТ 27979-88; 
– содержание гуминовых кислот, Гк – по 

ГОСТ 9517-94; 
– численность аммонифицирующих, амило-

литических микроорганизмов, энтеробактерий – 
методом предельных разведений на твердых 
питательных средах: мясо-пептонный агар, 
крахмало-амиачный агар, среда Козера соответ-
ственно. 

Также для сравнения проводились анализы 
БоГум и БоГум-С. БоГум-С – образец, полученный 
при введении сухого метасиликата натрия в БоГум 
с последующим перемешиванием до полного его 
растворения без применения УЗ диспергирования. 

Статистическую обработку полученных данных 
проводили, используя элементы вариационной 
статистики: среднеарифметические значения и 
стандартные отклонения конкретных показателей 
(объем выборки n = 3).  

Апробация выбранного кремнегуминового 
образца проводилась в мелкоделяночном опыте 
по выращиванию картофеля сорта Скарб. Харак-
теристика почвы: дерново-подзолистая легкосу-
глинистая; рНKCI = 5,0–5,1; содержание гумуса (по 
Тюрину) – 2,2–2,4%, подвижного фосфора (P2O5) 
– 208–240 мг/кг, подвижного калия (K2O) (по Кирса-
нову) – 164–185 мг/кг. Опыт проводили по есте-
ственному фону (без внесения удобрений). В каче-
стве препаратов сравнения в опыт включены ва-
рианты с использованием БоГум и БоГум-С, кото-
рые применяли для обработки клубней и вегети-
рующих растений картофеля. Обработка клубней 
осуществлялась за 2 ч до посадки из ручного 
опрыскивателя в следующих разбавлениях: БоГум 
и БоГум-С – 1 : 100; НаноБоГум-С – 1 : 50; 1 : 100; 
1 : 200. Некорневая обработка вегетирующих рас-
тений проводилась по фазам всходов и бутониза-
ции в единой норме расходов – 1 л/га (разведение 
1 : 300). Повторность опыта четырехкратная, рас-
положение делянок систематическое. Учет урожая 
проводили сплошным методом, результаты обра-
батывали методом дисперсионного анализа с вы-
числением наименьшей существенной разницей 
(НСР) при 5%-м уровне значимости.  

В фазу цветения картофеля анализировали 
почвенные и растительные образцы на содержа-
ние кремния

1
 в четырехкратной аналитической 

повторности. Выделение монокремниевых кислот 
проводили из почвы естественной влажности во-
дой, поликремниевых – из воздушно-сухой почвы 
0,1 н соляной кислотой, затем окрашивали раство-
римые силикаты в молибденовую синь и колори-
метрировали на спектрофотометре SPEKOL при 
длине волны 740 нм согласно модифицированного 
метода Маллена и Райли [21]. Содержание крем-
ния в ботве растений картофеля определяли спек-
трофотометрическим методом по Барсуковой: 
проводили мокрое озоление сухого растительного 
материала смесью концентрированных азотной и 
серной кислот с последующим выделением крем-
ниевых кислот щелочным гидролизом, окрашива-
нием их в молибденовую синь и колориметрирова-
нием на спектрофотометре SPEKOL при длине 
волны 640 нм. 

Статистическую обработку экспериментальных 
данных проводили с помощью пакета программ 
Microsoft Exсel и STATGRAPHICS Centurion XVI.II.  

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Применение ультразвукового диспергирова-

ния способствовало снижению эффективного 

   

1
Титова В.И., Дабахова Е.В., Дабахов М.В. Агро- и биохимические методы исследования состояния 

экосистем: учеб. пособие для вузов. Н. Новгород: Изд-во ВВАГС, 2011. 170 с. 
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диаметра частиц в исследуемых кремнегумино-
вых образцах по сравнению с гуминовым препа-
ратом БоГум, о чем свидетельствовали данные, 
полученные на анализаторе размера частиц. На 
рис. 1 представлен график, отражающий затраты 
энергии на прохождение физико-химического 
взаимовоздействия. Эффективный диаметр ча-
стиц в препарате БоГум составлял 374±16 нм, 
после 5 мин воздействия УЗ их диаметр резко 
снизился до 255±8 нм. Однако дальнейшая об-
работка на размере эффективного диаметра об-
разцов отразилась мало, при этом разница в 
размере эффективного диаметра частиц образ-
цов, полученных после обработки в течение 15 и 
20 мин, оказалась минимальной. Но в то же вре-
мя отмечено перераспределение частиц: при 
воздействии на образцы в течение 20 мин уве-
личивалось количество частиц меньшего разме-
ра (рис. 2, представлены результаты одной из 
двух серий измерений).  

Распределение частиц в исследуемых образ-
цах в основном приходилось на два диапазона. В 
БоГум средний размер частиц равнялся 
542±14 нм, минимальный – 119±7 нм (рис. 2, а). 
Применение УЗ диспергирования способствовало 
снижению размеров частиц, при этом преимуще-
ственно происходило разрушение более крупных 
частиц. Средний размер частиц в кремнегумино-
вом образце 1 (после 5-минутного воздействия УЗ) 
равнялся 311±17 нм, но минимальный размер сни-
зился незначительно и диапазон распределения 

частиц составил 115±13–830±23 нм (рис. 2, b). 
Дальнейшее увеличение времени воздействия 
приводило к снижению минимального диаметра: 
после 10 мин – 109±18 нм; 15 мин – 100±9 нм; 
20 мин – 81±8 нм (рис. 2, с). Таким образом, обра-
ботка УЗ в течение 20 мин способствовала значи-
тельному снижению ширины распределения раз-
мера частиц в образце 4 кремнегуминового препа-
рата, и диаметр частиц приходился на две области 
– 81±8–120±10 нм и 280±4–470±18 нм (рис. 2, с).  

 

 
 

Рис. 1. Размер эффективного диаметра частиц  
в образцах кремнегуминового препарата 
 
Fig. 1. Effective diameter of the particles in the samples  
of the silicon humic preparation 

 

  
  

а b 

 
 

с 
 

Рис. 2. Ширина распределения частиц по размерам (представлены результаты одного из определений): 
a – БоГум; b – кремнегуминовый образец 1 (время УЗ воздействия – 5 мин); 

с – кремнегуминовый образец 4 (время УЗ воздействия – 20 мин) 
 

Fig. 2. Width of the particle size distribution (the results of one measuremet are presented): 
a – BoHum; b – silicon humic sample 1 (ultrasonic exposure time 5 min); 

c – silicon humic sample 4 (ultrasonic exposure time 20 min) 
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Предполагается, что при обработке ультразву-
ком произошло расщепление гуминовых веществ 
на более короткие цепочки, в которые встроились 
ионы кремния с образованием устойчивых связей. 
Образование устойчивых кремнегуминовых соеди-
нений обсуждается в научных публикациях [22–25]. 

Образец 4, полученный при смешивании Бо-
Гум и метасиликата натрия в УЗ гомогенизаторе 
в течение 20 мин, обозначили НаноБоГум-С и 
совместно с БоГум и БоГум-С проанализировали 
на ряд показателей. Препараты в процессе хра-
нения различались по внешнему виду: БоГум – 
темно-коричневая жидкость, практически про-
зрачная на протяжении всего периода наблюде-
ния, в БоГум-С спустя 2 недели после его полу-
чения появились взвесь и хлопьевидный осадок, 
в НаноБоГум-С коагуляция частиц проявилась 
через 3 месяца после обработки ультразвуком. 
Уровень кислотности в образцах с метасилика-
том натрия сместился в сторону щелочной реак-
ции среды, что связано с распадом метасилика-
та натрия на оксид кремния и щелочь при рас-
творении (табл. 1). Однако данное обстоятель-
ство не окажет негативного влияния на почву и 
растения, поскольку препараты перед использо-
ванием разбавляются водой и значения рН ра-
бочих растворов нейтральны.   

Полагалось, что содержание гуминовых кис-
лот во всех исследуемых препаратах должно 
быть одинаковым, поскольку не происходило 
химического или физического воздействия на 
источник гуминовых кислот (торф), а исследова-
ния проводились с готовым гуминовым препара-
том. Однако анализ БоГум-С показал, что со-
держание Гк в нем было ниже, чем в БоГум. По-
видимому, часть гуминовых кислот связалась с 
ионами кремния и выпала в хлопьевидный оса-
док, который отфильтровывался перед началом 
определения. Содержание гуминовых кислот в 

НаноБоГум-С, наоборот, увеличилось, здесь от-
мечали обратный эффект: после воздействия УЗ 
образовались кремнегуминовые соединения ма-
лых размеров, которые не отфильтровались, а 
перешли в раствор при определении Гк, при 
этом увеличение содержания гуминовых кислот 
обеспечили связанные с ними ионы кремния. 
Поэтому, несмотря на то что по результатам 
анализа количество гуминовых кислот в НаноБо-
Гум-С составило 8,24±0,11 г/л, в наноразмерном 
кремнегуминовом препарате содержание Гк сле-
дует считать равным 7,85±0,13 г/л, как в БоГум. 

Количество всех микроорганизмов, как и 
предполагалось, уменьшилось в препарате Бо-
Гум-С вследствие увеличения уровня рН. Титр 
микроорганизмов в наноразмерном кремнегуми-
новом образце также понизился относительно 
БоГум, но в меньшей степени. Большее содер-
жание микрофлоры в НаноБоГум-С по сравне-
нию с БоГум-С связано, возможно, с тем, что при 
воздействии УЗ образовались доступные нано-
размерные фрагменты гуминовых веществ, по-
служившие дополнительным источником для их 
питания. 

Апробирование кремнегуминовых препара-
тов на посадках картофеля показало, что макси-
мальная прибавка урожайности отмечена в ва-
рианте с обработкой семян (ОС) НаноБоГум-С в 
разбавлении 1 : 50 + некорневая обработка (НО) 
– урожайность товарных корнеплодов увеличи-
лась на 17,6%, общая – на 18,7% относительно 
контроля (табл. 2).  

Анализ почвы перед закладкой опыта на нали-
чие кремния показал высокодефицитное содержа-
ние монокремниевых кислот и среднецифицитное 
– поликремниевых [21], составив 7,6 и 113,0 мг/кг 
соответственно, поэтому применение полученных 
кремнегуминовых препаратов было актуальным.  

 
Таблица 1. Характеристика препаратов 
 

Table 1. Characteristics of preparation 
 

Препарат рН Гк, г/л 
Аммониф. 

м-о, КОЕ/мл 
Амилолит. 

м-о, КОЕ/мл 
Энтеробакт., 

КОЕ/мл 

БоГум 7,9±0,1 7,85±0,13 1,27±0,17·108 2,9±0,2·1013 1,7±0,1·107 
БоГум-С 10,1±0,1 7,30±0,11 0,13±0,01·106 2,6±0,1·1010 690±23 
НаноБоГум-С 10,0±0,1 8,24±0,11 0,25±0,02·106 1,5±0,1·1011 4,5±0,3·103 

Примечание. Указаны среднеарифметические значения показателей со стандартным отклонением, n = 3. 

 
Таблица 2. Урожайность картофеля сорта Скарб 
 

Table 2. Potato yield of the Skarb variety 
 

Вариант опыта 
Урожайность, г/куста 

товарная ± к контр, % общая ± к контр, % 

Без обработки 352 – 428 – 
БоГум (ОС 1:100 + НО) 370 5,1 465 8,6 
БоГум-С (ОС 1:100 + НО) 389 10,5 494 15,4 
НаноБоГум-С (ОС 1:200 + НО) 368 4,5 459 7,2 
НаноБоГум-С (ОС 1:100 + НО) 364 3,4 469 9,6 
НаноБоГум-С (ОС 1:50 + НО) 414 17,6 508 18,7 
НСР05 29 – 37 – 
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К фазе цветения в основном отмечали умень-
шение в почве поликремниевых кислот и рост мо-
нокремниевых. Частичное растворение поли-
кремниевых кислот с образованием монокрем-
ниевых обусловлено постоянно протекающими 
биохимическими и микробиологическими про-
цессами, проходящими под воздействием при-
меняемых препаратов. 

Повышение монокремниевых кислот в почве 
отмечается также в исследованиях А.Х. Куликовой 
с соавторами [26]. Содержание кремния в дерново-
подзолистой почве под посевом озимой пшеницы 
по отношению к контролю было в 1,6–2,3 раза вы-
ше при применении для предпосевной обработки 
семян и опрыскивания посевов различными пре-
паратами кремния (Крезацин, Мивал-Агро, Силип-
лант, Энергия-М) [26]. Прирост в содержании мо-
нокремниевых кислот на 10–20% показано и при 
использовании кремнийсодержащего нанопрепа-
рата с частицами размером до 100 нм для обра-
ботки семян и вегетирующих растений [19]. 

Не во всех вариантах наблюдалось накопле-
ние монокремниевых кислот по сравнению с его 
исходным содержанием. В почве контрольного 

варианта опыта его количество снизилось в 1,8 
раза, при этом здесь отмечалось наибольшее 
содержание поликремниевых кислот (табл. 3). 
Это можно связать с низкой биологической ак-
тивностью почвы и, следовательно, с медлен-
ным переходом поликремниевых кислот в моно-
кремниевые, поэтому на формирование урожая 
картофеля в контрольном варианте расходова-
лись в основном монокремниевые кислоты.  

Также низкое содержание монокремниевых 
кислот отмечали в варианте с обработкой семян 
раствором НаноБоГум-С в концентрации 1 : 50. 
Но здесь наблюдали и максимальное снижение 
поликремниевых кислот, что связано с высоким 
приростом урожайности данного варианта и, 
следовательно, с большим выносом соединений 
кремния из почвы. Данная взаимосвязь подтвер-
ждается отрицательным значением коэффици-
ента корреляции – r = -0,95 (p≤0,05; число пар 
переменных – 6). Вместе с тем применение 
кремнегуминовых препаратов способствовало 
увеличению содержания SiO2 в ботве картофеля 
в среднем на 0,96% абс. (табл.3). 

 
Таблица 3. Содержание кремния в почве и ботве растений картофеля в фазу цветения 
 

Table 3. Silicon content in the soil and potato plants tops in the flowering period 
 

Вариант опыта 
Содержание в почве, мг/кг 

Содержание 
в ботве, % 

монокремниевые 
кислоты 

поликремниевые  
кислоты 

Без обработки 4,2±0,2 66,7±0,7 1,87±0,06 
БоГум (ОС 1:100 + НО) 9,7±0,4 63,6±1,2 1,83±0,04 
БоГум-С (ОС 1:100 + НО) 11,8±0,3 54,8±0,8 2,79±0,06 
НаноБоГум-С (ОС 1:200 + НО) 11,5±0,4 59,3±1,4 2,86±0,03 
НаноБоГум-С (ОС 1:100 + НО) 10,0±0,4 63,0±1,0 2,75±0,05 
НаноБоГум-С (ОС 1:50 + НО) 5,7±0,3 51,4±0,7 2,94±0,05 

Примечание. Указаны среднеарифметические значения показателей со стандартным отклонением, n = 4. 
 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Применение метода ультразвукового диспер-

гирования позволило получить кремнегуминовый 
препарат с наноразмерными частицами, мини-
мальный размер которых составил 81±8 нм. По-
лученный препарат характеризуется стабильным 
агрегатным состоянием, в его состав входят два 
действующих вещества – гуминовые кислоты 
(~7,85 г/л) и SiO2 (0,1%), известных своим стиму-
лирующим влиянием на произрастание сельско-
хозяйственных культур. 

Обработка клубней картофеля перед посад-
кой наноразмерным кремнегуминовым препара-
том в разбавлении 1 : 50 и последующая некор-
невая обработка вегетирующих растений в дозе 
1 л/га способствовали прибавке урожайности 
картофеля на 18,7%. Выявлены изменения в пе-
рераспределении подвижных форм кремния в 
почве (переход поликремниевых кислот в моно-
кремниевые), послужившие дополнительным 
источником питания для растений картофеля.  

 

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ 
1. Жемчужин С.Г., Спиридонов Ю.Я., Клейме-

нова И.Ю., Босак Г.С. Нанотехнологии и пестициды 
(дайджест публикаций за 2011–2017 гг.) // Агрохи-
мия. 2019. N 5. С. 89–96.  

2. Nanotechnology for Agriculture: Crop Produc-
tion & Protection. Eds.: Panpatte D.G., Jhala Y.K. Sin-
gapore: Springer, 2019. 337 p. https://doi.org/10.1007/ 
978-981-32-9374-8 

3. Кадырова А.И., Колесникова В.Г. Примене-
ние микроудобрений в наноформе в технологии 
возделывания овса // Вестник Ижевской государ-
ственной сельскохозяйственной академии. 2016.  

N 4 (49). С. 3–12. 
4. Yazdpour H., Noormohamadi G., Madani H., 

Heidari H., Abad Sh., Mobasser H.R., et al. Role of 
nano-silicon and other silicon resources on straw and 
grain protein, phosphorus and silicon contents in Irani-
an rice cultivar (Oryza sativa cv. Tarom) // International 
Journal of Biosciences. 2014. Vol. 5. Issue 12. P. 449–
456. https://doi.org/10.12692/ijb/5.12.449-456 

5. Панова Г.Г., Семенов К.Н., Шилова О.А., 
Корнюхин Д.Л., Шпанев А.М., Аникина Л.М. [и др.]. 
Влияние углеродных и кремнезольных наномате-
риалов на устойчивость ярового ячменя к заболе-

https://doi.org/10.12692/ijb/5.12.449-456


Смирнова Ю.Д., Рабинович Г.Ю., Фомичева Н.В. Получение наноразмерного … 
Smirnova Yu.D., Rabinovich G.Yu., Fomicheva N.V. Obtaining a nanosized  … 

 

 

 
ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 

 
427 

  
 

ванию корневыми гнилями // Агрофизика. 2018.  
N 3. С. 48–58. httpы://doi.org/10.25695/AGRPH.201 
8.03.09 

6. Lakzian A., Bayat M., Gadzhikurbanov A., 
Zargar M. The role of nanotechnology for improving 
crop production // RUDN Journal of Agronomy and 
Animal Industries. 2019. Vol. 14. Issue 4. P. 297–
305. https://doi.org/10.22363/2312-797X-2019-14-4-
297-305 

7. Силкин С.В., Куликов Е.Е., Попов И.А. Ис-
следование управляемого ультразвукового дис-
пергирования торфа и бурого угля в воде // Труды 
Московского физико-технического института. 2018. 
Т. 10. N 3 (39). С. 86–95. 

8. Алферова Е.Ю., Проценко Е.П., Косолапова 
Н.И Определение влияния органического удобре-
ния (диспергированного торфа) на биометрические 
показатели растений [Электронный ресурс] // Audi-
torium. 2016. N 4 (12). С. 14–19. URL: https://audi-
torium.kursksu.ru/#index (16.07.2020). 

9. Косолапова Н.И., Проценко Е.П., Проценко 
А.А., Неведров Н.П., Алферова Е.Ю., Мирошни-
ченко О.В. Некоторые протекторные свойства ин-
новационного экологически безопасного агропре-
парата «Сavita biocomplex» // Проблемы регио-
нальной экологии. 2016. N 3. С. 24–30. 

10. Денисюк Е.А., Митрофанов Р.А., Кузнецова 
И.А. Технологии получения гуминовых веществ // 
Вестник НГИЭИ. 2014. N 2 (33). С. 66–80.  

11. Rastogi A., Tripathi D.K., Yadav S., Chauhan 
D.K., Živčák M., Ghorbanpour M., et al. Application of 
silicon nanoparticles in agriculture // 3 Biotech. 2019. 
Vol. 9. Issue 3. Article number 90. https://doi.org/10. 
1007/s13205-019-1626-7 

12. Хлебцов Б.Н., Ханадеев В.А., Пылаев 
Т.Е., Хлебцов Н.Г. Метод динамического рассея-
ния света в исследованиях силикатных и золо-
тых наночастиц // Известия Саратовского уни-
верситета. Новая серия. Серия: Физика. 2017.  
Т. 17. N 2. С. 71–84. https://doi.org/10.18500/1817-
3020-2017-17-2-71-84  

13. Мофа Н.Н., Жапекова А.О., Садыков Б.С., 
Баккара А.Е., Сахан М.Г., Бекентаева А.Д. [и др.]. 
Комплексное использование механохимической и 
ультразвуковой обработки для получения высоко-
дисперсного диоксида кремния специального 
назначения // Горение и плазмохимия. 2019. N 17. 
С. 123–132. 

14. Патент № 2508963, Российская Федерация. 
Способ диспергирования наноразмерного порошка 
диоксида кремния ультразвуком / Н.С. Хитерхеева, 
А.В. Номоев, С.П. Бардаханов, С.С. Уладаева; па-
тентообладатель ФГБОУ ВПО «Бурятский госу-
дарственный университет»; заявл. 18.05.2012; 
опубл. 10.03.2014. 

15. Аминова Е.В., Мушинский А.А., Короткова 
А.М., Дергилёва Т.Т. Воздействие ультрадис-
персных частиц диоксида кремния на биохими-
ческие показатели растений Solanum tuberosum 
// Животноводство и кормопроизводство. 2019.  
Т. 102. N 4. С. 33–42. https://doi.org/10.33284/265 
8-3135-102-4-33 

 

16. Fraceto L.F., Grillo R., de Medeiros G.A., 
Scognamiglio V., Rea G., Bartolucci C.  

Nanotechnology in agriculture: which innovation 
potential does it have? // Frontiers in Environmental 
Science. 2016. Vol. 4. Article number 20. https://doi. 
org/10.3389/fenvs.2016.00020 

17. Martin-Ortigosa S., Peterson D.J., Valenstein 
J.S., Lin V.S.-Y., Trewyn B.G., Lyznik L.A., et al. Mes-
oporous silica nanoparticle-mediated intracellular cre 
protein delivery for maize genome editing vialox site 
excision // Plant Physiology. 2014. Vol. 164. Issue 2. 
P. 537–547. https://doi.org/10.1104/pp.113.233650 

18. Bao-shan L., Shao-qi D., Chun-hui L., Li-jun F., 
Shu-chun Q., Min Y. Effect of TMS (nanostructured 
silicon dioxide) on growth of Changbai larch seedlings 
// Journal of Forest Research. 2004. Vol. 15. Issue 2. 
P. 138–140. https://doi.org/10.1007/BF02856749 

19. Забегалов Н.В., Дабахова Е.В. Влияние 
кремнийсодержащего нанопрепарата на урожай-
ность и содержание кремния в зерновых культурах 
// Достижения науки и техники АПК. 2011. N 12.  
С. 22–24.  

20. Рабинович Г.Ю., Смирнова Ю.Д., Василье-
ва Е.А., Фомичева Н.В. Инновационная технология 
для решения проблем агроэкологии // Региональ-
ная экология. 2015. N 6 (41). С. 32–40. 

21. Матыченков И.В., Хомяков Д.М., Пахненко 
Е.П., Бочарникова Е.А., Матыченков В.В. Подвиж-
ные кремниевые соединения в системе почва–
растение и методы их определения // Вестник 
Московского университета. Серия 17: Почвоведе-
ние. 2016. N 3. С. 37–46. 

22. Офицеров Е.Н., Рябов Г.К., Убаськина Ю.А., 
Климовский А.Б., Фетюхина Е.Г. Кремний и гумино-
вые кислоты: моделирование взаимодействий в 
почве // Известия Самарского научного центра 
РАН. 2011. Т. 13. N 4-2. С. 550–557. 

23. Патент № 2529151, Российская Федерация. 
Кремнегуминовый регулятор роста растений и его 
применение / И.В. Перминова, Н.А. Куликова, О.Н. 
Филиппова; патентообладатель ФГБОУ ВПО 
«Московский государственный университет им. 
М.В. Ломоносова»; заявл. 17.12.2012; опубл. 
27.09.2014.  

24. Камбалина М.Г., Скворцова Л.Н., Мазурова 
И.С., Гусева Н.В., Бакебаев А.А. Исследование 
форм нахождения кремния в природных водах с 
высоким содержанием растворенных органических 
веществ // Известия Томского политехнического 
университета. Химия и химические технологии. 
2014. Т. 325. N 3. С. 64–70. 

25. Zhang M., Li D., Ye Z., Wang S., Xu N., Wang 
F., et al. Effect of humic acid on the sedimentation and 
transport of nanoparticles silica in water-saturated po-
rous media // Journal of Soils and Sediments. 2019. 
Vol. 20. Issue 2. P. 911–920. https://doi.org/10.1007/ 
s11368-019-02444-x 

26. Куликова А.Х., Козлов А.В., Смывалов В.С. 
Влияние кремнийсодержащих материалов на 
свойства почвы, состояние посевов и урожайность 
зерновых культур в условиях среднего Поволжья // 
Агрохимия. 2019; N 4. С. 60–69. https://doi.org/10. 
1134/S0002188119040082 

https://doi.org/10.18500/1817-3020-2017-17-2-71-84
https://doi.org/10.18500/1817-3020-2017-17-2-71-84
https://doi.org/10.1104/pp.113.233650


Смирнова Ю.Д., Рабинович Г.Ю., Фомичева Н.В. Получение наноразмерного … 
Smirnova Yu.D., Rabinovich G.Yu., Fomicheva N.V. Obtaining a nanosized  … 

 

 

428 
 

ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 
 

  
 

REFERENCES 
1. Zhemchuzhin SG, Spiridonov YuYa, Kleimeno-

va IYu, Bosak GS. Nanotechnology and pesticides 
(digest publications for 2011–2017). Agrokhimiya. 
2019;5:89–96. (In Russian) 

2. Nanotechnology for Agriculture: Crop Produc-
tion & Protection. Panpatte DG, Jhala YK. (eds.) Sin-
gapore: Springer; 2019. 337 p. https://doi.org/10.10 
07/978-981-32-9374-8 

3. Kadyrovа AI, Kolesnikova VG. Appliance of mi-
cronutrients in nanoform in oats cultivation technology. 
Vestnik Izhevskoi gosudarstvennoi sel'skokho-
zyaistvennoi akademii = The Bulletin of Izhevsk State 
Agricultural Academy. 2016;4:3–12. (In Russian) 

4. Yazdpour H, Noormohamadi G, Madani H, Hei-
dari H, Abad Sh, Mobasser HR, et al. Role of nano-
silicon and other silicon resources on straw and grain 
protein, phosphorus and silicon contents in Iranian rice 
cultivar (Oryza sativa cv. Tarom). International Journal 
of Biosciences. 2014;5(12):449–456. https://doi.org/ 
10.12692/ijb/5.12.449-456 

5. Panova GG, Semenov KN, Shilova OA, 
Kornyuhin DL, Shpanev AM, Anikina LM, et al. Impact 
of carbon and silica sol nanostructures on spring bar-
ley resistance to the root rot infestation. Agrofizika = 
Аgrophysica. 2018;3:48–58. (In Russian) http://dx.doi. 
org/10.25695/AGRPH.2018.03.09 

6. Lakzian A, Bayat M, Gadzhikurbanov A, Zar-
gar M. The role of nanotechnology for improving 
crop production. RUDN Journal of Agronomy and 
Animal Industries. 2019;14(4):297–305. https://doi. 
org/10.22363/2312-797X-2019-14-4-297-305 

7. Silkin SV, Kulikov EE, Popov IA. Investigation of 
the controlled ultrasonic dispersion of peat and brown 
coal in water. Trudy Moskovskogo fiziko-
tekhnicheskogo instituta = Proceedings of Moscow 
Institute of Physics and Technology. 2018;10(3):86–
95. (In Russian) 

8. Alferova EYu, Protsenko EP, Kosolapova NI. 
Determination of the effect of organic fertilizer (dis-
persed peat) on the biometric parameters of plants. 
Auditorium. 2016;4:14–19. Available from: https://audi-
torium.kursksu.ru/#index [Accessed 16th July 2020]. 
(In Russian) 

9. Kosolapova NI, Protsenko EP, Protsenko AA, 
Nevedrov NP, Alferova EYu, Miroshnichenko OV. 
Some protective features of innovative ecology-safe 
agricultural preparation "Cavita biocomplex". Problemy 
regional'noi ekologii = Regional Inviromental Issues. 
2016;3:24–30. (In Russian) 

10. Denisyk EA, Mitrofanov RA, Kuznetsova IA. 
Technology of obtaining of humic substances. Vestnik 
NGIEI = Bulletin NGIEI. 2014;2:66–80. (In Russian) 

11. Rastogi A, Tripathi DK, Yadav S, Chauhan DK, 
Živčák M, Ghorbanpour M, et al. Application of silicon 
nanoparticles in agriculture. 3 Biotech. 2019;9(3). Arti-
cle number 90. https://doi.org/10.1007/s13205-019-
1626-7 

12. Khlebtsov BN, Khanadeev VA, Pylaev TE, 
Khlebtsov NG. Dynamic light scattering method in 
studies of silica and gold nanoparticles. Izvestiya Sara-
tovskogo universiteta. Novaya seriya. Seriya: Fizika = 
Izvestiya of Saratov University. Physics. 

2017;17(2):71–84. (In Russian) https://doi.org/10.185 
00/1817-3020-2017-17-2-71-84  

13. Mofa NN, Zhapekova AO, Sadykov BS, Bak-
kara AYe, Sakhan MG, Bekentaeva AD, et al. Com-
plex use of mechanochemical and ultrasonic pro-
cessing to obtain highly dispersed silicon dioxide for 
special purposes. Gorenie i plazmokhimiya. 
2019;17:123–132. (In Russian) 

14. Khiterkheeva NS, Nomoev AV, Bardakhanov 
SP, Uladaeva SS. Method of dispersion of nanosized 
silicon dioxide powder by ultrasound. Patent RF, no. 
2508963; 2012. (In Russian) 

15. Aminovа EV, Mushinsky AA, Korotkova AM, 
Dergileva TT. Exposure of ultrafine silica particles on 
biochemical indicators of plants Solánum tuberósum. 
Zhivotnovodstvo i kormoproizvodstvo = Animal Hus-
bandry and Fodder Production. 2019;102(4):33–42. (In 
Russian)https://doi.org/10.33284/2658-3135-102-4-33  

16. Fraceto LF, Grillo R, de Medeiros GA, Scog-
namiglio V, Rea G, Bartolucci C. Nanotechnology in 
agriculture: which innovation potential does it have? 
Frontiers in Environmental Science. 2016;4. Article 
number 20. https://doi.org/10.3389/fenvs.2016.00020 

17. Martin-Ortigosa S, Peterson DJ, Valenstein JS, 
Lin VS-Y, Trewyn BG, Lyznik LA, et al. Mesoporous 
silica nanoparticle-mediated intracellular cre protein 
delivery for maize genome editing vialox site excision. 
Plant Physiology. 2014;164(2):537–547. https://doi. 
org/10.1104/pp.113.233650 

18. Bao-shan L, Shao-qi D, Chun-hui L, Li-jun F, 
Shu-chun Q, Min Y. Effect of TMS (nanostructured 
silicon dioxide) on growth of Changbai larch seedlings. 
Journal of Forest Research. 2004;15(2):138–140. 
https://doi.org/10.1007/BF02856749 

19. Zabegalov NV, Dabakhova EV. Studying of in-
fluence of a siliceous nanocomposite preparation on 
productivity and silicon content in crops. Dostizheniya 
nauki i tekhniki APK = Achievements of Science and 
Technology in Agro-Industrial Complex. 2011;12:22–
24. (In Russian) 

20. Rabinovich GYu, Smirnova YuD, Vasilieva EA, 
Fomicheva NV. An innovative technology to solve the 
problems of agroecology. Regional'naya ekologiya = 
Regional ecology. 2015;6:32–40. (In Russian) 

21. Matychenkov IV, Khomiakov DM, Pakhnen-
ko EP, Bocharnikova EA, Matychenkov VV. The 
mobile Si-rich compounds in the soil-plant system 
and methods for their determination. Vestnik Mos-
kovskogo universiteta. Seriya 17: Pochvovedenie = 
Bulletin of the Moscow University. Series 17. Soil 
Science. 2016;3:37–46. (In Russian). 

22. Ofitserov EN, Rjabov GK, Ubaskina JA, 
Klimovsky AB, Fetjuhina EG. Silicon and humic acids: 
modelling of interactions in soil. Izvestiya Samarskogo 
NTs RAN = Izvestia of Samara Scientific Center of the 
Russian Academy of Sciences. 2011;13(4):550–557. 
(In Russian) 

23. Perminova IV, Kulikova NA, Filippova ON. Sili-
con humic plant growth regulator and its application. 
Patent RF, no. 2529151; 2012. (In Russian) 

24. Kambalina MG, Skvortsova LN, Mazurova 
IS, Guseva NV, Bakibaev AA. Research of the sili-

https://doi.org/10.1007/s13205-019-1626-7
https://doi.org/10.1007/s13205-019-1626-7


Смирнова Ю.Д., Рабинович Г.Ю., Фомичева Н.В. Получение наноразмерного … 
Smirnova Yu.D., Rabinovich G.Yu., Fomicheva N.V. Obtaining a nanosized  … 

 

 

 
ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 

 
429 

  
 

con aqueous forms in organic-rich natural water. 
Izvestiya Tomskogo politekhnicheskogo universi-
teta. Khimiya i khimicheskie tekhnologii = Bulletin of 
the Tomsk Polytechnic University. Geo Assets En-
gineering. 2014;325(3):64–70. (In Russian) 

25. Zhang M, Li D, Ye Z, Wang S, Xu N, Wang F, 
et al. Effect of humic acid on the sedimentation and 
transport of nanoparticles silica in water-saturated po-
rous media. Journal of Soils and Sediments. 

2019;20(2):911–920. https://doi.org/10.1007/s11368-
019-02444-x 

26. Kulikova AKh, Kozlov AV, Smyvalov VS. In-
fluence of silicon-containing materials on soil prop-
erties, crop condition and yield of grain crops in the 
conditions of middle Volga region. Agrokhimiya. 
2019;4:60–69. (In Russian) https://doi.org/10.1134/ 
S0002188119040082 

 
СВЕДЕНИЯ ОБ АВТОРАХ  INFORMATION ABOUT THE AUTHORS 

   
Смирнова Юлия Дмитриевна, 
к.б.н., заместитель директора по науке, 
ВНИИМЗ – филиал ФИЦ «Почвенный институт 
им. В.В. Докучаева», 
170530, Тверская обл., Калининский р-н,  
п. Эммаус, 27, 
Российская Федерация, 
 e-mail: ulayad@yandex.ru 

 Yulia D. Smirnova, 
Cand. Sci. (Biology), Deputy Director for Science, 
VNIIMZ – branch of FRC V.V. Dokuchaev  
Soil Science Institute, 
27, Emmauss Village, Kalininsky District,  
170530, Tver Region,  
Russian Federation,  
 e-mail: ulayad@yandex.ru 

   
Рабинович Галина Юрьевна, 
д.б.н., профессор, заведующая отделом  
биотехнологий, 
ВНИИМЗ – филиал ФИЦ «Почвенный институт 
им. В.В. Докучаева», 
170530, Тверская обл., Калининский р-н,  
п. Эммаус, 27, 
Российская Федерация, 
e-mail: 2016vniimz-noo@list.ru 

 Galina Yu. Rabinovich, 
Dr. Sci. (Biology), Professor,  
Head of the Department of Biotechnology, 
VNIIMZ – branch of FRC V.V. Dokuchaev  
Soil Science Institute, 
27, Emmauss Village, Kalininsky District,  
170530, Tver Region,  
Russian Federation,  
e-mail: 2016vniimz-noo@list.ru 

   
Фомичева Наталья Викторовна, 
к.б.н., заведующая лабораторией  
микробиологии и экологической  
биотехнологии, 
ВНИИМЗ – филиал ФИЦ «Почвенный институт 
им. В.В. Докучаева», 
170530, Тверская обл., Калининский р-н,  
п. Эммаус, 27, 
Российская Федерация, 
e-mail: nvfomi@mail.ru 

 Natalia V. Fomicheva, 
Cand. Sci. (Biology), Head of the Laboratory  
of Microbiology and Environmental  
Biotechnology, 
VNIIMZ – branch of FRC V.V. Dokuchaev  
Soil Science Institute, 
27, Emmauss Village, Kalininsky District,  
170530, Tver Region,  
Russian Federation,  
e-mail: nvfomi@mail.ru 

   
Заявленный вклад авторов  Contribution of the authors 

Все авторы сделали эквивалентный вклад  
в подготовку публикации. 

 The authors contributed equally to this article. 

   
Конфликт интересов  Conflict interests 

Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
интересов. 

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

Все авторы прочитали и одобрили оконча-
тельный вариант рукописи. 

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

   
Поступила в редакцию 24.02.2021.  
Одобрена после рецензирования 30.05.2021.  
Принята к публикации 30.08.2021. 

 The article was submitted 24.02.2021.  
Approved after reviewing 30.05.2021.  
Accepted for publication 30.08.2021. 

 

https://doi.org/10.1007/s11368-019-02444-x
https://doi.org/10.1007/s11368-019-02444-x
mailto:Olga.kloos.94@mail.ru
mailto:Olga.kloos.94@mail.ru
mailto:Olga.kloos.94@mail.ru
mailto:Olga.kloos.94@mail.ru
mailto:Olga.kloos.94@mail.ru


ИЗВЕСТИЯ ВУЗОВ. ПРИКЛАДНАЯ ХИМИЯ И БИОТЕХНОЛОГИЯ  2021  Том 11  N 3 
PROCEEDINGS OF UNIVERSITIES. APPLIED CHEMISTRY AND BIOTECHNOLOGY 2021  Vol. 11  No. 3  

 

 

430 
 

ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 
 

  
 

Оригинальная статья / Original article 

 
УДК 579.26:579.22:579.64 
DOI: https://doi.org/10.21285/2227-2925-2021-11-3-430-440 

 

Особенности влияния штамма Bacillus thuringiensis 888  
на содержание эфирного масла, антиоксидантов 
и флавоноидов в растениях Origanum vulgare L. 

 

© А.В. Крыжко*, У.М. Буджурова*, Э.Д. Аметова*,  
И.А. Новиков*, Е.Е. Соболева*, Н.Н. Смаглий*,  

Г.В. Решетник** 
 

*Научно-исследовательский институт сельского хозяйства Крыма, 
г. Симферополь, Российская Федерация 

**Крымский федеральный университет им. В.И. Вернадского, 
г. Симферополь, Российская Федерация 

 

Резюме: Цель работы – исследовать особенности влияния культуры штамма Bacillus thuringiensis 
var. thuringiensis 888 на качество вегетативной массы Origanum vulgare по количеству антиокси-
дантов и флавоноидов, выходу и компонентному составу эфирного масла. Материалом исследо-
ваний служила жидкая споровая культура штамма B. thuringiensis 888, образцы душицы обыкновен-
ной: образец № г-4, содержащий в эфирном масле 52,0% карвакрола; № 2, содержащий 59,85%  
α-терпинеола; № 1 с преимущественным содержанием гермакрена D (21,5%) и β-кариофиллена 
(19,4%). Определение растворимых углеводов в растениях проводили по методу M.С. Дюбойса, 
флавоноидов – спектрофотометрически при 420 нм по методу Р.А. Бубенчикова. Определение 
общего содержания антиоксидантов осуществляли по восстановлению хлорного железа (ІІІ) до 
хлористого железа (ІІ). Определение содержания эфирного масла Origanum vulgare проводили гид-
родистилляцией по А.С. Гинзбергу. Компонентный состав эфирного масла определяли методом 
газовой хроматографии. Установлено, что обработка споровой культурой штамма B. thuringiensis 
888 образцов O. vulgare не оказывает существенного влияния на накопление в листьях терпено-
идных хинонов, токохроманолов и водорастворимых антиоксидантов. Показано, что обработка 
душицы обыкновенной жидкой споровой культурой штамма B. thuringiensis 888 способствует фор-
мированию стойкой тенденции к накоплению редуцирующих сахаров в вегетативной массе рас-
тений – до 30,8% по сравнению с контролем. Обработка растений культурой штамма 
B. Thuringiensis 888 способствовала увеличению содержания эфирного масла в растениях O. vulgare 
образца № 1 в 2,4 раза по сравнению с контролем и не оказывала существенного влияния на эфи-
ромасличность образцов № 2 и № г-4. Наиболее устойчивым к обработке энтомопатогенными 
бактериями оказался образец № г-4, в эфирном масле которого наблюдали уменьшение содержа-
ния линалоола и кариофилленоксида соответственно на 44,6 и 37,1% и линалилацетата в 4,3 ра-
за по сравнению с контролем, а также накопление α-терпинеола на 86,1%. 
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данты, штамм 
 

Благодарности: Работа выполнена в рамках госзадания Министерства образования и науки РФ 
AAAA16-116022610119-2. 
 

Для цитирования: Крыжко А.В., Буджурова У.М., Аметова Э.Д., Новиков И.А., Соболева Е.Е., 
Смаглий Н.Н., Решетник Г.В. Особенности влияния штамма Bacillus thuringiensis 888 на содержание 
эфирного масла, антиоксидантов и флавоноидов в растениях Origanum vulgare L. Известия вузов. 
Прикладная химия и биотехнология. 2021. Т. 11. N 3. С. 430–440. https://doi.org/10.21285/2227-2925-
2021-11-3-430-440 
 

Features of the Bacillus thuringiensis 888  
strain’s influence on the content of essential oil,  

antioxidants and flavonoids in Origanum vulgare L. 
 

Anastasiia V. Kryzhko*, Uryane M. Budzhurova*, Elmira D. Ametova*, 
Ilya A. Novikov*, Elena E. Soboleva*, Natalia N. Smagliy*, 

Galina V. Reshetnik** 

https://doi.org/10.21285/2227-2925-2021-11-3-430-440
https://doi.org/10.21285/2227-2925-2021-11-3-430-440
https://doi.org/10.21285/2227-2925-2021-11-3-430-440


Крыжко А.В., Буджурова У.М., Аметова Э.Д. и др. Особенности влияния штамма … 
Kryzhko A.V., Budzhurova U.M., Ametova E.D. et al. Features of the Bacillus thuringiensis 888 … 

 

 

 
ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 

 
431 

  
 

*Research Institute of Agriculture of Crimea, Simferopol, Russian Federation 
**V.I. Vernadsky Crimean Federal University, Simferopol, Russian Federation 

 

Abstract: This article aims to study the influence of the culture of the Bacillus thuringiensis var. thuringiensis 
888 on the quality of the vegetative mass of Origanum vulgare in terms of the number of antioxidants and 
flavonoids, yield and composition of the essential oil. The research material included a liquid spore culture of 
the B. thuringiensis 888 strain, samples of oregano: sample no. g-4, containing 52.0% carvacrol in essential 
oil; No. 2 containing 59.85% α-terpineol; No. 1 with a predominant content of germacrene D (21.5%) and β-
caryophyllene (19.4%). Soluble carbohydrates in the plants were determined using M.S. Dubois’s method, 
flavonoids – spectrophotometrically at 420 nm following R.A. Bubenchikov’s method. The total content of 
antioxidants was determined using the reduction of iron(III) chloride to iron(II) chloride. The essential oil con-
tent of Origanum vulgare was determined by using hydrodistillation following A.S. Ginsberg. Gas chromatog-
raphy was used to determine component composition of the essential oil. The results show that treating the 
O. vulgare samples with the spore culture of B. thuringiensis 888 strain culture does not significantly affect 
the accumulation of terpenoid quinones, tochromanols and water-soluble antioxidants in leaves. It has been 
shown that treating oregano with an ordinary liquid spore culture of the B. thuringiensis 888 strain promotes 
the formation of a persistent tendency towards the accumulation of reducing sugars in the vegetative mass 
of plants — up to 30.8% compared to the control. Treating plants with a culture of B. Thuringiensis 888 strain 
promoted an increase in the essential oil content in O. vulgare plants of the sample no. 1 by 2.4 times, as 
compared to the control and did not significantly affect the essential oil content of the samples no. 2 and 
no. g-4. The sample no. g-4 was the most resistant to treatment with entomopathogenic bacteria, and the 
content of linalool and caryophyllene oxide in essential oils decreased by 44.6 and 37.1%, respectively, and 
linalyl acetate by 4.3 times compared with the control, as well as the accumulation of α-terpineol by 86.1%. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Одной из перспективных эфиромасличных и 

лекарственных культур издавна считается души-
ца обыкновенная (Origanum vulgare L.). Растение 
содержит широкий спектр физиологически ак-
тивных веществ: фенольные глюкозиды, флаво-
ноиды, дубильные вещества, стерины и терпе-
ноиды. Последние часто экстрагируются гидро-
дистилляцией, в результате чего образуется 
эфирное масло, богатое монотерпенами (карва-
крол, тимол, линалилацетат) и/или сесквитерпе-
нами ((Е)-β-кариофиллен, гермакрен D, бицикло-
гермакрен, β-кариофилленоксид) [1]. Эфирное 
масло O. vulgare L. находит применение в косме-
тологии и дерматологии, так как обладает проти-
вовоспалительными [2], тканевыми ремодулиру-
ющими, иммуномодулирующими и противоопу-
холевыми свойствами благодаря входящему в 
его состав карвакролу [3]. В ветеринарии и жи-
вотноводстве оно применяется как нематицид-
ное средство и пищевая добавка [4–5].  

Известны ларвицидные и овицидные свой-
ства таких компонентов эфирного масла души-
цы, как карвакрол и терпинен-4-ол относительно 
представителей родов Anopheles и Culex [6], п-
цимена, γ-терпинена против личинок Helicoverpa 
armigera [7]. Эфирное масло O. vulgare L. обла-

дает выраженными антибактериальными свой-
ствами относительно большого числа патоген-
ных бактерий [8, 9], антифунгальной активностью 
против грибов рода Aspergillus [10], Botrytis 
cinerea [11], Malassezia furfur [12]. Эфирное мас-
ло с преимущественным содержанием α-терпи-
неола и тимола способно подавлять рост дрож-
жей рода Candida за счет значительного сниже-
ния продукции фермента фосфолипазы, проду-
цируемого штаммами Candida albicans [13]. Тра-
диционно трава душицы обыкновенной использу-
ется при производстве полутвердых сыров [14] и 
как приправа к мясу не только за счет антиокси-
дантной активности, но и благодаря эффективному 
замедлению окисления липидов [15]. 

Важной проблемой при возделывании души-
цы обыкновенной остается защита от вредителя, 
относящегося к группе эриофиидных клещей – 
Eriophye ssp. [16]. В качестве биоагента защиты 
может быть использована бактерия Bacillus 
thuringiensis как широко известный энтомопато-
ген, применяющийся в качестве биоагента пре-
паратов для защиты сельскохозяйственных 
культур против листогрызущих насекомых и не-
которых видов клещей. В настоящее время 
именно на основе В. thuringiensis выпускается 
около 90–95% биопестицидов на мировом рынке 
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[17]. В. thuringiensis формирует при споруляции 
параспоральные кристаллические включения 
белковой природы, обуславливающие главным 
образом ее инсектицидную активность в дозах, 
рекомендованных для биоконтроля насекомых-
вредителей. В то же время она безвредна для 
теплокровных животных, рыб, пчел и энтомо-
фагов и может быть использована в защите ле-
карственных растений [18].  

Цель исследований – изучить особенности 
влияния культуры штамма B. thuringiensis var. 
thuringiensis 888 на качество сырья душицы 
обыкновенной по выходу и компонентному со-
ставу эфирного масла, количеству антиоксидан-
тов и флавоноидов. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Исследования были проведены на базе ла-

боратории молекулярной генетики, протеомики и 
биоинформатики в сельском хозяйстве отдела 
сельскохозяйственной микробиологии ФГБУН 
«Научно-исследовательский институт сельского 
хозяйства Крыма» (НИИСХ Крыма). Материалом 
исследования послужил штамм B. thuringiensis 
var. thuringiensis 888 Крымской коллекции микро-
организмов НИИСХ Крыма, зарегистрированной 
в Каталоге центров коллективного пользования 
научным оборудованием и уникальных научных 
установок (http://www.ckp-rf.ru) под номером 
507484. Жидкую споровую культуру штамма по-
лучали при культивировании бактерий на техно-
логических качалках в питательной среде на ос-
нове соевой муки и кукурузного крахмала в кол-
бах объемом 750 мл с 50 мл питательной среды. 
Для изучения влияния штамма B. thuringien-
sis 888 на накопление эфирных масел, антиок-
сидантов и флавоноидов в листьях и соцветиях 
душицы растения обрабатывали жидкой споро-
вой культурой с титром спор 0,4·10

9
 в фазе буто-

низации. В качестве контроля использовали рас-
тения, обработанные водой. В исследованиях 
использовались следующие образцы Origanum 
vulgare L., различающиеся по компонентному 
составу эфирного масла: образец № г-4, содер-
жащий 52,04% карвакрола; образец № 2, содер-
жащий 59,85% α-терпинеола; образец № 1 с 
преимущественным содержанием гермакрена D 
(21,5%) и β-кариофиллена (19,4%). Все биохи-
мические показатели в сырье определяли в фазу 
цветения.  

Экстракцию антиоксидантов проводили в 
водно-этанольных экстрактах с детергентом 
мембранных структур тритоном Х-100 в течение 
24 ч. Определение общего содержания антиок-
сидантов осуществляли по восстановлению 
хлорного железа (ІІІ) до хлористого железа (ІІ), 
количество которого определялось спектрофо-
тометрически при 505 нм по интенсивности 

окраски при добавлении ο-фенантролина
1
. Фла-

воноиды экстрагировали кипячением сухого сы-
рья в 70%-м этаноле. Содержание флавоноидов 
определялось спектрофотометрически при 420 нм. 
В качестве стандарта использовался рутин [19]. 
Содержание эфирного масла в растениях опре-
деляли методом гидродистилляции по Гинзбер-
гу. При отгонке по данному методу используется 
отдельный приемник (приемник Гинзберга), 
находящийся в реакционной зоне, т.е. темпера-
тура приемника Гинзберга равна температуре 
паров воды и масла внутри колбы. Параметры 
анализа по определению массовой доли эфирного 
масла в растительном сырье душицы следующие: 
объем колбы – 1000 мл, навеска сырья – 100 г, 
объем воды – 250 мл, длительность перегонки – 
45 мин, интенсивность перегонки – 45–50 капель  
в минуту [20]. Компонентный состав эфирного 
O. Vulgare определяли методом газовой хрома-
тографии на приборе Кристалл 5000.2 с пламен-
но-ионизационным детектором. Для идентифи-
кации и полного разделения основных компонен-
тов эфирного масла были подобраны следую-
щие условия хроматографирования: колонка ка-
пиллярная кварцевая длиной 30 м с внутренним 
диаметром 0,32 мм и толщиной фазы 0,5 мкм.  

Для разделения компонентов эфирного мас-
ла использовалась капиллярная кварцевая ко-
лонка с жидкой неподвижной фазой CR-WAXms. 
Температура термостата колонки программиро-
валась в следующем режиме: 75 ºС продолжи-
тельностью 1 мин, далее – до 210 ºС со скоро-
стью 4 ºС/мин. Температура инжектора – 230 ºС, 
детектора – 250 ºС. Скорость потока газа-
носителя (гелий) составила 1,9 мл/мин, деление 
потока – 1/20 [21]. Большинство компонентов 
эфирного масла было идентифицировано с по-
мощью газовой хроматографии путем сравнения 
их индексов удерживания по Ковачу, либо с ли-
тературными данными, либо с помощью стан-
дартных веществ, имеющихся в лаборатории. 
Индексы удерживания Ковача определялись по 
отношению к гомологическому ряду н-алканов 
(C8–C40) в тех же рабочих условиях [22]. 

Достоверность разницы между опытными и 
контрольными вариантами оценивали по крите-
рию Стьюдента. В работе использовались со-
временные методы статистических исследова-
ний с применением программ Microsoft Excel и 
ППП Statistica 7 [23].  

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ  
За счет окислительно-восстановительных 

реакций, происходящих с участием молекуляр-
ного кислорода и катализирующихся фермента-
ми в живых организмах, происходит большин-
ство процессов регуляции роста и развития, от-
вета на неблагоприятные воздействия, заживле-

   

1
Рогожин В.В., Рогожина Т.В. Практикум по физиологии и биохимии растений: учеб. пособие. СПб.: 

ГИОРД, 2013. 352 с. 
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ние повреждений. Некоторые окислительно-
восстановительные реакции связаны со спон-
танными превращениями, приводящими к окис-
лительным повреждениям важнейших биологи-
ческих молекул. Равновесие и единство антиок-
сидантов и прооксидантов рассматриваются как 
неотъемлемое условие поддержания внутренней 
среды живых клеток

2
.  

Антиоксидантные функции в растительном 
организме выполняет огромное количество ве-
ществ разной химической природы. Рассматри-
ваемая в эксперименте группа терпеноидных 
хинонов и токохроманолов, включающая токо-
феролы, токотриенолы и жирорастворимые хи-
ноны входит в состав клеточных биомембран. 
Антиоксидантная активность этих веществ обу-
словлена их способностью переходить в форму 
феноксильного радикала [24].  

В эксперименте с образцами душицы обыкно-
венной № 1 и № г-4, обработанными споровой 
культурой штамма B. thuringiensis 888, существен-
ного влияния на накопление терпеноидных хино-
нов и токохроманолов отмечено не было (табл. 1). 
Исключение составил образец № 2, после обра-
ботки которого на 10-е сутки наблюдали уменьше-
ние общего количества антиоксидантов на 7,5%, а 
на 20-е сутки – их увеличение на 9,6%.  

Поскольку токохроманолы в растительном ор-
ганизме способны влиять на углеводный обмен, 
было проведено изучение влияния жидкой культу-
ры штамма 888 на содержание сахаров в листьях и 
соцветиях душицы обыкновенной. Анализируя по-
лученные результаты, необходимо отметить, что 
обработка душицы обыкновенной жидкой споровой 
культурой штамма B. thuringiensis 888 способство-

вала формированию стойкой тенденции к накоп-
лению редуцирующих сахаров в стеблях и листьях 
(рисунок). Так, при обработке образца № 1 количе-
ство сахаров увеличивалось на 15,8% на 10-е сут-
ки и достигало 30,8% к 20-ым. Активнее всего уг-
леводы аккумулировались в надземной массе об-
разца № 2 – на 10-е сутки наблюдали увеличение 
их содержания на 28,9%, а на 20-е – на 37,2% по 
сравнению с контролем. Обработка вегетативной 
массы душицы обыкновенной образца № г-4 куль-
турой штамма B. thuringiensis 888 существенного 
влияния на накопление редуцирующих сахаров не 
оказывала. 

Таким образом, обнаруженное увеличение со-
держания редуцирующих сахаров в листьях об-
разца № 2 в течение всего периода наблюдений 
может быть связано с участием в метаболизме 
токохроманолов. Известно, что токохроманолы 
снижают синтез жасмоновой кислоты у растений и 
тем самым изменяют их гормональный баланс. 
Гормоны в свою очередь влияют на синтез фер-
ментов, контролирующих токоферолообразование, 
и имеют АБК-респонсивный эффект [25].  

Изучение влияния обработки жидкой споровой 
культурой штамма B. thuringiensis 888 душицы 
обыкновенной различных образцов показало, что 
существенное накопление водорастворимых анти-
оксидантов (на 6,8% к контролю) отмечали лишь в 
листьях образца № г-4 на 10-е сутки после обра-
ботки (см. табл. 1). На основании этого можно за-
ключить, что обработка культурой штамма 
B. thuringiensis 888 душицы обыкновенной не ока-
зывает существенного влияния на естественно 
сложившиеся условия нормального метаболизма и 
свободнорадикального окисления. 

 
Таблица 1. Содержание антиоксидантов и флавоноидов в растениях O. Vulgare L. 

 
Table 1. Content of antioxidants and flavonoids in O. vulgare L.  

 

Вариант опыта 

Общие антиоксиданты, 
мг/г сырой массы 

Водорастворимые 
антиоксиданты,  

мг/г сырой массы 

Флавоноиды,  
мкг/г сухой массы 

Анализ на 10-е сутки после обработки 

№ 1 8,62±0,19 4,70±0,08 1,98±0,03 
№ 1 + B. thuringiensis 888 8,49±0,16 4,92±0,24 2,65±0,04 
№ 2 8,04±0,11 4,53±0,05 3,47±0,02 
№ 2 + B. thuringiensis 888 7,40±0,25 4,39±0,06 4,19±0,05 
№ г-4 7,85±0,11 4,39±0,11 1,96±0,03 
№ г-4 + B. thuringiensis 888 8,23±0,11 4,70±0,17 2,04±0,05 

 Анализ на 20-е сутки после обработки 

№ 1 8,87±0,06 4,89±0,06 4,29±0,07 
№ 1 + B. thuringiensis 888 8,36±0,06 4,77±0,12 4,64±0,03 
№ 2 8,30±0,12 5,11±0,14 3,75±0,33 
№ 2 + B. thuringiensis 888 9,06±0,06 5,01±0,14 4,61±0,06 
№ г-4 7,98±0,16 4,64±0,18 3,92±0,05 
№ г-4 + B. thuringiensis 888 8,23±0,11 4,89±0,08 4,04±0,12 

 

   

2
Окунцев М.М., Аксенова О.Ф., Вертоухова Г.С., Чупахина Г.Н.. Роньжина О.А. Специальный практи-

кум по биохимии и физиологии растений. 2-е изд., перераб. и доп. Томск : Изд-во Томского ун-та, 
1974. 114 с.   
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Влияние штамма B. Thuringiensis 888 на содержание редуцирующих сахаров 
в листьях O. Vulgare L. различных образцов 

 

B. thuringiensis strain 888 effect on the reducing sugars content 
in O. vulgare L. leaves of variouse samples 

 
Флавоноиды являются полифенольными со-

единениями, обладающими противовоспалитель-
ными, антиаллергическими, антивирусными и ан-
тиканцерогенными свойствами [26]. Известно, что 
флавоноиды, содержащиеся в траве O. vulgare, 
перспективны при лечении диабета [27]. 

Исследование влияния культуры штамма B. thu-
ringiensis 888 на содержание флавоноидов в сырье 
душицы обыкновенной позволили обнаружить 
накопление флавоноидов во всех изученных об-
разцах O. vulgare (см. табл. 1). Наиболее суще-
ственно содержание флавоноидов увеличивалось 
в варианте с образцом № 1 на 10-е сутки после 
обработки штаммом B. thuringiensis 888 – на 33,8% 
к контролю. Однако на 20-е сутки значительного 
изменения в содержании флавоноидов отмечено 
не было. Стойкое, в среднем до 4,4 мкг/г (на 21,8% 
к контролю) накопление флавоноидов в течение 
всего эксперимента установлено в варианте с об-
работанным образцом № 2. При обработке образ-
ца № г-4 культурой штамма 888 наблюдали тен-
денцию к увеличению содержания флавоноидов 
как на 10-е, так и на 20-е сутки эксперимента (до 

4,08% к контролю). 
Максимальное количество эфирного масла у 

большинства представителей рода Origanum, как 
правило, накапливается в фазу цветения [28]. По-
этому исследования проводились именно в эту 
фазу. Исследуемые образцы O. vulgare № 1 и № 2 
на фенофазе цветения содержали 0,22−0,71% 
эфирного масла от сухой массы растений (табл. 2). 
Обработка растений споровой культурой штамма 
B. thuringiensis 888 не оказала достоверного влия-
ния на эфиромасличность образцов № 2 и № г-4. 
Однако после обработки образца № 1 наблюдали 
увеличение содержания эфирного масла в 2,4 ра-
за по сравнению с контролем (до 0,59% от сухой 
массы).  

Определение компонентного состава эфирного 
масла душицы обыкновенной методом газожид-
костной хроматографии позволило обнаружить 90 
компонентов, из которых было идентифицировано 
22, 6 из них обладают бактерицидным действием: 
п-цимен, эвкалиптол, γ-терпинен, α-терпинеол, ти-
мол, карвакрол (табл. 3). 

 
Таблица 2. Содержание эфирного масла в образцах O. vulgare L. 
 

Table. 2. Content of essential oil in O. vulgare L.  
 

Вариант опыта 
Массовая доля эфирного масла 

% от сырой массы % от сухой массы 

№ 1 0,10±0,009 0,24±0,01 
№ 1 + B. thuringiensis 888 0,24±0,01 0,59±0,01 
№ 2 0,09±0,004 0,22±0,003 
№ 2 + B. thuringiensis 888 0,09±0,006 0,23±0,01 
№ г-4 0,29±0,01 0,71±0,009 
№ г-4 + B. thuringiensis 888 0,26±0,006 0,64±0,005 

0,0

20,0

40,0

60,0

80,0

100,0

120,0

140,0

160,0

Контроль  B.thuringiensis 888 Контроль  B.thuringiensis 888

10 сутки 20 сутки 

%
, 

н
а
 с

у
х
у
ю

 м
а

c
с
у
 

№1 №2 № г-4 



Крыжко А.В., Буджурова У.М., Аметова Э.Д. и др. Особенности влияния штамма … 
Kryzhko A.V., Budzhurova U.M., Ametova E.D. et al. Features of the Bacillus thuringiensis 888 … 

 

 

 
ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ / PHYSICOCHEMICAL BIOLOGY 

 
435 

  
 

Таблица 3. Влияние жидкой споровой культуры штамма B. thuringiensis 888 на компонентный состав  
эфирного масла в образцах O. vulgare  
 

Table 3. Effect of B. thuringiensis strain 888 liquid spore culture on the component composition  

of essential oil in O. vulgare samples  
 

Компонент 

Концентрация компонента, % от цельного масла образцов O. vulgare 

№ 1 
№ 1 + 

B. thuringiensi
s 888 

№ 2 
№ 2 + 

B. thuringiensis 
888 

№ г-4 
№ г-4 + 

B. thuringiensis 
888 

α-Пинен 0,06±0,008 0,05±0,002 0,13±0,008 0,06±0,003 0,66±0,05 0,79±0,11 
Сабинен – – 0,03±0,002 – 0,09±0,005 0,09±0,01 
β-Пинен 0,10±0,004 0,09±0,001 2,70±0,28 1,07±0,02 0,17±0,006 0,20±0,02 
β-Мирцен 0,18±0,003 0,13±0,005 0,52±0,001 0,26±0,01 1,63±0,03 1,66±0,12 
α-Терпинен 0,27±0,01 0,21±0,008 0,45±0,001 0,20±0,03 1,29±0,08 1,33±0,09 
Лимонен 0,06±0,001 0,05±0,004 0,19±0,003 0,09±0,005 0,17±0,02 0,17±0,01 
Эвкалиптол 0,22±0,003 0,05±0,009 2,75±0,36 1,31±0,03 1,81±0,09 2,01±0,05 
γ-Терпинен 2,85±0,01 2,00±0,34 10,64±0,06 5,20±0,57 19,17±1,09 20,54±0,97 
п-Цимен 0,75±0,02 0,53±0,12 1,49±0,02 0,63±0,18 10,06±0,63 8,04±0,34 
3-Гексенол-1 0,14±0,007 0,18±0,02 0,87±0,006 0,64±0,04 0,06±0,003 0,07±0,01 
1-Октен-3-ол 0,37±0,001 0,34±0,003 0,38±0,012 0,22±0,01 1,07±0,02 0,97±0,03 
Камфора 0,05±0,006 0,09±0,045 0,12±0,001 0,22±0,005 0,06±0,01 0,05±0,004 
Линалоол 0,84±0,09 1,00±0,004 0,66±0,02 2,50±1,20 2,91±0,84 1,61±0,05 
Линалилацетат 0,82±0,20 1,68±0,006 0,43±0,004 2,97±1,38 1,66±0,80 0,38±0,14 
Кариофиллен 10,95±0,07 7,28±0,04 18,16±1,09 20,04±0,86 3,47±0,10 3,76±0,30 
α-Хумулен 2,10±0,04 1,47±0,008 3,36±0,009 3,73±0,14 0,39±0,01 0,43±0,02 
α-Терпинеол 24,21±0,70 22,76±0,41 0,84±0,003 2,43±0,27 0,36±0,05 0,67±0,33 
Гермакрен Д 6,60±0,16 6,47±0,05 21,47±0,27 22,57±0,63 2,31±0,09 2,59±0,07 
β-Циклогер-
макрен 

2,09±0,07 1,50±0,006 3,00±0,17 3,32±0,17 0,93±0,04 0,95±0,04 

Кариофил-
леноксид 

0,68±0,03 0,54±0,003 3,94±0,24 5,17±0,26 0,70±0,06 0,44±0,05 

Тимол 0,26±0,08 0,10±0,001 0,60±0,008 0,55±0,004 0,22±0,02 0,22±0,007 
Карвакрол 22,91±0,14 29,72±0,57 5,29±0,26 3,95±0,38 41,06±2,43 43,38±0,51 

 
По результатам анализа влияния обработки 

жидкой споровой культурой штамма B. thuringien-
sis 888 на компонентный состав эфирного масла 
образцов O. vulgare было установлено, что 
наиболее устойчивым к обработке энтомопато-
генными бактериями оказался образец №  г-4 
(см. табл. 3). Наблюдали уменьшение содержа-
ния линалоола и кариофилленоксида соответ-
ственно на 44,6 и 37,1% и линалилацетата в 4,3 
раза по сравнению с контролем. При этом про-
исходило накопление α–терпинеола на 86,1% к 
контролю. Поскольку повышенное содержание 
α–терпинеола и α–терпинена связывают с ре-
пеллентной активностью против представителей 
рода Cimex [29], возможно, обработка штаммом 
888 позволит получить эфирное масло облада-
ющее инсектицидным свойством. Обработка 
штаммом 888 образца № 1, напротив, способ-
ствовала увеличению содержания в эфирном 
масле душицы обыкновенной линалоола на 
19,0% и линалилацетата в 2,0 раза к контролю. 
При этом отмечали уменьшение количества  
β-мирцена, α-терпинена, эвкалиптола и β-цик-
логермакрена в среднем на 23,6%, а также ти-
мола в 2,6 раза к контролю. Наименее устойчи-
вым к обработке жидкой споровой культурой 
штамма B. thuringiensis 888 оказался образец 
№ 2. В данном варианте наблюдали уменьшение 
содержания в эфирном масле α- и β-пинена,  
β-мирцена, α- и γ-терпинена, лимонена, эвкалип-
тола, п-цимена в среднем на 53,3% к контролю, а 

также отсутствие сабинена. Однако содержание 
камфоры и кариофиленоксида увеличивалось 
соответственно на 83,3 и 31,2% к контролю, а 
линалоола, линалилацетата и α-терпинеола со-
ответственно в 3,7; 6,9 и 2,8 раза. Увеличение 
содержания камфоры, обладающей антиокси-
дантными и антифунгальными свойствами про-
тив микромицетов родов Aspergillus, Penicillium, 
может свидетельствовать о повышении устойчи-
вости душицы обыкновенной образца № 2, об-
работанной культурой штамма B. thurin-
giensis 888, к данным фитопатогенам [30]. 

 
ВЫВОДЫ 
Установлено, что действие споровой культуры 

штамма B. thuringiensis 888 образцов O. vulgare не 
оказывает существенного влияния на накопление в 
листьях терпеноидных хинонов, токохроманолов и 
водорастворимых антиоксидантов.  

Показано, что обработка душицы обыкновен-
ной жидкой споровой культурой штамма B. thu-
ringiensis 888 способствует формированию стойкой 
тенденции к накоплению редуцирующих сахаров в 
вегетативной массе – до 30,8% к контролю. 

Отмечено, что обработка растений споровой 
культурой штамма B. thuringiensis 888 способ-
ствовала увеличению содержания эфирного 
масла в растениях O. vulgare образца № 1 в 2,4 
раза по сравнению с контролем, и не оказывала 
существенного влияния на эфиромасличность 
образцов № 2 и № г-4.  
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Установлено, что наиболее устойчивым к об-
работке энтомопатогенными бактериями оказался 
образец № г-4, в эфирном масле которого наблю-
дали уменьшение содержания линалоола и ка-

риофилленоксида соответственно на 44,6 и 37,1% 
и линалилацетата – в 4,3 раза по сравнению с кон-
тролем, и накопление α–терпинеола на 86,1%. 
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Изучение скорости биодеструкции 
амфотерного сурфактанта кокамидопропилбетаина  

бактериями рода Pseudomonas и активным илом 
 

© А.С. Бурлаченко, О.В. Салищева, Л.С. Дышлюк 
 

Кемеровский государственный университет, 
г. Кемерово, Российская Федерация 

 

Резюме: Целью работы являлось исследование скорости процесса биодеструкции кокамидопро-
пилбетаина бактерииями рода Pseudomonas и активного ила. В качестве штаммов-деструкторов 
были взяты микроорганизмы: Pseudomonas fluorescens TR (ВКПМ В-4881), Pseudomonas putida TП-19 
(B-6582), Pseudomonas stutzeri T (B-4904), Pseudomonas putida TШ-18 (B-2950), Pseudomonas putida 
TO (B-3959), Pseudomonas mendocina 2S (B-4710), Pseudomonas oleovorans TF4-1L (B-8621) и актив-
ный ил, полученный с аэротенков действующего предприятия Кузбасса. Биоокисление ПАВ прово-
дили в стеклянных колбах объемом 250 см

3
, помещенных в шейкер-инкубатор, в условиях постоян-

ной температуры 30 ºС для чистых культур и 18 ºС – для активного ила. Штамм-деструктор 
должен обладать способностью за минимальный временной интервал снижать концентрацию 
сурфактанта до безопасных значений. Штаммы Pseudomonas stutzeri T (В-4904) и Pseudomonas 
fluorescens TR (В-4881) показали наименьший период полураспада сурфактанта – 2,5 и 2,6 суток 
соответственно. Несколько большие периоды показали штаммы Pseudomonas putida TO (В-3959), 
Pseudomonas putida TШ-18 (В-2950) и Pseudomonas oleovorans TF4-1L (В-8621) – 3,0; 4,5 и 4,9 суток 
соответственно. Наибольший период полураспада ПАВ показали микроорганизмы Pseudomonas 
mendocina 2S (В-4710) – 5,5 суток, и Pseudomonas putida TП-19 (В-6582) – 6,0 суток. Максимальная 
степень биодеструкции сурфактанта наблюдалась при действии биоценоза микроорганизмов. За 
14 суток концентрация кокамидопропилбетаина снизилась до 0,27% от его начальной концентра-
ции. Показана эффективность использования бактерий рода Pseudomonas в качестве деструкто-
ров сурфактантов. Бактерии данного рода имеют короткое время генерации, высокую скорость 
наращивания биомассы по сравнению с бактериями-деструкторами других родов и меньший пери-
од адаптации к ПАВ по сравнению с активным илом. Были подобраны штаммы микроорганизмов 
Pseudomonas, способных за минимальный временной интервал снижать концентрацию ПАВ до 
безопасных значений для последующей разработки технологии получения эффективного биопре-
парата, предназначенного для очистки сточных вод от амфотерных сурфактантов.  
 

Ключевые слова: поверхностно-активные вещества, кокамидопропилбетаин, бактерии рода 
Pseudomonas, активный ил, биодеструкция 
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Abstract: The paper examines the biodegradation rate of cocamidopropyl betaine by bacteria of the genus 
Pseudomonas and activated sludge. The following microorganisms were taken as destructor strains: Pseu-
domonas fluorescens TR (VKPM B-4881), Pseudomonas putida TP-19 (B-6582), Pseudomonas stutzeri T 
(B-4904), Pseudomonas putida TSh-18 (B-2950), Pseudomonas putida TO (B-3959), Pseudomonas mendo-
cina 2S (B-4710), Pseudomonas oleovorans TF4-1L (B-8621) and activated sludge obtained at activated 
sludge reactors of a Kuzbass plant. Biooxidation of surfactant samples was carried out in 250 cm

3
 glass 
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flasks, placed into an incubator shaker, at a constant temperature of 30ºС for pure cultures and 18ºС for ac-
tivated sludge. The destructor strain should reduce the surfactant concentration to safe values within a mini-
mum time interval. Pseudomonas stutzeri T (B-4904) and Pseudomonas fluorescens TR (B-4881) strains 
provided the shortest half-life of the surfactant under study – 2.5 and 2.6 days, respectively. For Pseudomo-
nas putida TO (B-3959), Pseudomonas putida TSh-18 (B-2950) and Pseudomonas oleovorans TF4-1L  
(B-8621) strains, these values amounted to 3.0, 4.5 and 4.9 days, respectively. The maximum half-life of the 
surfactant under study was demonstrated by Pseudomonas mendocina 2S (B-4710) and Pseudomonas 
putida TP-19 (B-6582) microorganisms – 5.5 and 6.0 days, respectively. The maximum biodegradation of the 
surfactant was observed under its exposure to the biocenosis of microorganisms. Over 14 days, the concen-
tration of cocamidopropyl betaine decreased to 0.27% of its initial concentration. The efficiency of Pseudo-
monas bacteria as destructors of surfactants was demonstrated. Bacteria of this genus exhibit a shorter 
generation time and a higher rate of biomass growth when compared to other strains and a shorter period of 
adaptation to surfactants when compared to activated sludge. Capable of reducing surfactant concentrations 
to safe values in a minimum time interval, Pseudomonas strains can be used as an effective agent in the 
development of technologies for wastewater purification from amphoteric surfactants.  
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ВВЕДЕНИЕ 
Поверхностно-активные вещества (ПАВ) – 

распространенные органические соединения, 
которые благодаря своему дипольному строе-
нию способны понижать энергетические взаимо-
действия на границе фаз. Очень важным аспек-
том является то, что ПАВ легко адсорбируются 
полимерами. Также сурфактанты способны про-
никать через цитоплазматические мембраны 
клеток, нарушая их физиологические процессы, 
тем самым проявляя ярко выраженные антимик-
робные свойства, что является причиной токси-
ческого действия сурфактантов, а также их нега-
тивного влияния на окружающую среду и накоп-
ление этих веществ в экосистеме [1–3]. 

В то же время каждому типу ПАВ присущи 
как достоинства, так и недостатки. Для компен-
сации недостатков одного сурфактанта достоин-
ствами другого эмпирическим путем подбирает-
ся оптимальный состав композиции из ионоген-
ных и неионогенных ПАВ. На данном этапе раз-
вития индустрии сурфактантов наиболее пред-
почтительными в использовании являются ам-
фотерные ПАВ благодаря широкому спектру их 

действия. В настоящее время во всем мире от-
мечается тенденция применения био-ПАВ. До-
стоинством биосурфактантов являются низкие 
значения токсичности для пресноводных, мор-
ских и наземных экосистем. Недостатки их при-
менения – низкая устойчивость к действию неко-
торых абиотических факторов и высокая стои-
мость, что существенно сказывается на объеме 
их потребления по сравнению с синтетическими 
ПАВ. Вместе с тем большое число исследований 
направлено на улучшение биоразложения 
нефти, а также на увеличение нефтеотдачи с 
помощью био-ПАВ [4, 5]. 

Кокамидопропилбетаин (CAPB) – алкилами-
добетаиновый ПАВ, представляющий коммерчески 
самый важный класс амфотерных сурфактантов, 
который используется в производстве средств 
личной гигиены в огромных масштабах. Он пред-
ставляет собой продукт реакции конденсации жир-
ных кислот (R = C7–C17) и 3,3-диметиламинопро-
пиламина после взаимодействия промежуточного 
продукта кокамидопропилдиметиламина с мо-
нохлоруксусной кислотой [6]: 

 

 
Известны работы, посвященные исследова-

нию токсичных свойств CAPB, которые демон-
стрируют его способность нарушать фотосинте-

тические процессы в клетках водорослей [7], а 
также подавлять цветение водорослей, т.е. вы-
зывать лизис клеток живых организмов [8].  
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Не так давно была обнаружена способность ко-
камидопропилбетаина проявлять мощные анти-
септические свойства. Авторы работа [9] пред-
ложили использовать его в качестве составного 
0,075%-го раствора в физиологической сыворот-
ке для гигиенического процесса интубации.  

Изучению процессов биодеструкции коками-
допропилбетаина посвящено ограниченное чис-
ло работ. Так, например, в исследованиях по 
биодеградации структурно похожего вещества 
оксида кокамидопропиламина (AO-Cocoamido) 
показано, что способность микроорганизмов к 
разрыву связи C–N является решающим факто-
ром, характеризующим способность штамма к 
осуществлению процесса биодеструкции ПАВ 
[10, 11]. Известны микроорганизмы, которые при 
взаимодействии могут практически полностью 
утилизировать кокамидопропилбетаин за 4 суток 
[12], но только в среде, богатой низкомолекуляр-
ными неорганическими азотосодержащими со-
единениями, так как штаммы практически не мо-
гут ассимилировать азот из сурфактанта. Это 
микроорганизмы Pseudomonas sp. FV CCM 8810 
и Rhizobium sp. CCM 8811. Бактерия рода Pseu-
domonas осуществляет первичную биодеграда-
цию и разрушает алкильный радикал, в то время 
как штамм Rhizobium sp. CCM 8811 является 
утилизатором алкиламидопропилбетаинового 
остатка. Для осуществления быстрого и полного 
процесса биодеструкции этим микроорганизмам 
необходим доступный источник азота. При про-
ведении эксперимента в суспензии, не содержа-
щей минеральных компонентов, продолжитель-
ность биодеградации составляет 29 суток, что 
является достаточно долгим периодом. В этом 
направлении требуются дальнейшие исследова-
ния. 

Известно, что представители рода Pseudo-
monas обладают способностью к быстрой дегра-
дации углеводородов [13]. Это объясняется 
наличием у данных бактерий комплекса оксидаз 
– ферментов, окисляющих углеводороды. Также 
они имеют повышенный уровень гидрофобности 
клеточной стенки при росте на углеводородах и 
способность синтезировать поверхностно-актив-
ные вещества, повышающие биодоступность 
гидрофобных веществ. Данный род бактерий 
содержит генетический материал, необходимый 
для трансляции ряда ферментов, осуществляю-
щих деструкцию различных органических ве-
ществ. Благодаря этим особенностям бактерии 
рода Pseudomonas активно исследуются учены-
ми всего мира с целью использования их в эко-
логических биотехнологиях. Так, в работе [14] 
рассмотрено влияние композиций ПАВ на рост и 
ферментативную активность углеводородокис-
ляющей микрофлоры месторождений вязких па-
рафинистых нефтей. Усиленный рост микро-
флоры (на 3–4 порядка) сопровождался повы-
шением активности окислительно-восстанови-

тельных ферментов в 3–14 раз. После биодегра-
дации в составе вязких парафинистых нефтей 
накапливались промежуточные продукты окис-
ления углеводородов – кислоты, альдегиды, 
спирты, кетоны, эфиры, обладающие поверх-
ностно-активными свойствами, что позволяет им 
эмульгировать нефть и способствовать сниже-
нию межфазного натяжения в системе нефть–
вода–порода. А в работе [15] представлены ре-
зультаты исследования влияния низкочастотного 
ультразвука на деструкцию неионогенных синте-
тических ПАВ различной молекулярной структу-
ры, полученные на основе фотоколориметриче-
ских и вискозиметрических измерений. 

Полифункциональность действия синтетиче-
ских ПАВ, а также биорезистентность большинства 
из них приводят к снижению степени очистки про-
мышленных стоков. Интенсивное пенообразование 
в аэротенках, обусловленное даже малыми кон-
центрациями ПАВ, приводит к нарушению поступ-
ления кислорода и созданию неблагоприятных 
условий для развития биоценоза активного ила 
[15]. В результате формируется неадаптированный 
биоценоз микроорганизмов, не способный ассими-
лировать специфические загрязняющие вещества. 
Как результат, наблюдается несоответствие каче-
ства очищенных стоков нормативным требованиям 
по токсичным и биорезистентным поллютантам, 
особенно в случаях аномальных сбросов на хими-
ческих предприятиях. 

Цель настоящей работы заключалась в под-
боре штаммов микроорганизмов, способных за 
минимальный временной интервал снижать кон-
центрацию кокамидопропилбетаина до безопас-
ных значений для последующей разработки тех-
нологии получения эффективного биопрепарата, 
предназначенного для очистки сточных вод от 
амфотерных сурфактантов. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Объектами исследования являлись штаммы-

деструкторы, приобретенные во Всероссийской 
коллекции промышленных микроорганизмов 
Национального биоресурсного центра (БРЦ 
ВКПМ) НИЦ «Курчатовский институт» – ГосНИИ-
генетика: Pseudomonas fluorescens TR (ВКПМ  
В-4881), Pseudomonas putida TП-19 (B-6582), 
Pseudomonas stutzeri T (B-4904), Pseudomonas 
putida TШ-18 (B-2950), Pseudomonas putida TO 
(B-3959), Pseudomonas mendocina 2S (B-4710), 
Pseudomonas oleovorans TF4-1L (B-8621). А так-
же активный ил, полученный с аэротенков дей-
ствующего предприятия Кемеровской области, 
амфотерный ПАВ кокамидопропилбетаин (сoca-
midopropylbetaine, CAPB) производства Италии. 

Для каждого микроорганизма готовили сус-
пензию на основе физиологического раствора 
(0,9%-й раствор NaCl) с конечной концентрацией 
10

7–
10

8 
КОЕ/мл. Далее микроорганизм культиви-

ровали при 30 ºС в жидкой питательной среде, 
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приготовленной в соответствии с паспортом 
штамма, в течение 24 ч. Состав среды, г/л: дрож-
жевой экстракт – 5,0; пептон – 15,0; NaCl – 5,0; агар 
– 15,0; вода дистиллированная – 1,0 л. 

Численность колоний определяли с помощью 
денситометра DEN-1 по мутности клеточных 
суспензий в пределах значения 0,5 единиц Мак-
Фарланда (1·10

8 
КОЕ/мл). 

Концентрацию, ингибирующую рост микроор-
ганизмов, определяли макрометодом, готовили 
10 растворов путем последовательного двукрат-
ного разбавления водных растворов ПАВ. 
Начальная концентрация сурфактанта составила 
0,7304 моль/дм

3
. В каждую пробирку добавляли 

суспензию штамма-деструктора по 1 см
3
. Через 

24 ч измеряли светорассеяние при длине волны 
980 нм с помощью спектрофотометра UV 1800 
(Shimadzu, Япония). Минимальная ингибирую-
щая концентрация (МИК) соответствовала мини-
мальному содержанию ПАВ в растворе, при ко-
тором происходит сдерживание видимого роста 
тест-культур. 

Биоокисление ПАВ проводили в стеклянных 
колбах объемом 250 см

3
, помещенных в шейкер-

инкубатор LSI-3016A/LSI-3016R (Daihan Labtech, 
Южная Корея), в условиях постоянной темпера-
туры: 30 ºС – для чистых культур, 18 ºС – для 
активного ила. Начальная концентрация сурфак-
танта была выбрана с условием определения 
минимальной ингибирующей концентрации. 

Степень биодеструкции определяли посред-
ством измерения остаточной концентрации ПАВ 
в растворе. Для этого ежедневно отбирали про-
бы каждого из образцов, центрифугировали и 
измеряли значения оптической плотности на 
фоне натрий-фосфатного буфера в присутствии 
индикатора – эриохрома черного Т, который об-
разует комплексное соединение с CAPB. На 
спектрофотометрической кривой раствор ком-
плекса показывал максимум поглощения при 
длине волны 659 нм [16]. 

 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Предварительно было установлено значение 

минимальной ингибирующей концентрации ко-
камидопропилбетаина. 

Согласно полученным данным, полное подав-
ление роста микроорганизмов штамма Pseu-
domonas putida TO (B-3959) происходило при кон-
центрации сурфактанта свыше 0,0228 моль/дм

3
. 

Активный рост биомассы испытуемого штамма 
наблюдалось при низких концентрациях (рис. 1). 
Таким образом, для дальнейших исследований 
была взята концентрация сурфактанта в 4 раза 
меньше, чем минимальная ингибирующая кон-
центрация. 

Результаты изучения скорости процесса би-
одеструкции представлены на рис. 2. 

Штамм-деструктор должен обладать способ-
ностью за минимальный временной интервал 

снижать концентрацию сурфактанта до безопас-
ных значений. В ходе эксперимента по биоде-
струкции ПАВ получены следующие результаты: 

 

 
 

Рис. 1. Зависимость интенсивности рассеяния света  
от концентрации кокамидопропилбетаина в растворе  
суспензий штамма Pseudomonas putida TO (B-3959) 
 

Fig. 1. Light scattering intensity versus  
cocamidopropylbetaine concentration in a solution  
of the Pseudomonas putida TO (B-3959) suspensions 

 

 
 

Рис. 2. Зависимость концентрации  
кокамидопропилбетаина от продолжительности  
инкубации для исследуемых штаммов рода Pseudomonas 
 

Fig. 2. Relationship between the cocamidopropylbetaine  
concentration and the incubation duration  
for the studied strains of the genus Pseudomonas 
 

штаммы Pseudomonas stutzeri T (В-4904) и Pseu-
domonas fluorescens TR (В-4881) продемонстри-
ровали наименьший период полураспада веще-
ства – 2,5 и 2,6 суток соответственно. Несколько 
большие периоды показали штаммы Pseudomo-
nas putida TO (В-3959), Pseudomonas putida  
TШ-18 (В-2950) и Pseudomonas oleovorans  
TF4-1L (В-8621) – 3,0; 4,5 и 4,9 суток соответ-
ственно. Микроорганизмы Pseudomonas mendo-
cina 2S (В-4710) и Pseudomonas putida TП-19 
(В-6582) – наибольший период полураспада – 
5,5 и 6,0 суток соответственно (таблица). Полу-
ченные результаты связаны, вероятно, с про-
должительностью периода адаптации штаммов-
деструкторов к неизвестному ранее субстрату,  
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Данные исследования скорости процесса биодеструкции кокамидопропилбетаина  
чистыми культурами рода Pseudomonas 
 

Biodegradation rate of cocamidopropylbetaine by pure cultures  
of the genus Pseudomonas 
 

Параметр 
Вид штамма-деструктора рода Pseudomonas 

В-8621 В-4904 В-4710 В-4881 В-3959 В-6582 В-2950 

Концентрация ПАВ,  
ммоль/дм3: 

начальная 5,7 5,7 5,7 5,7 5,7 5,7 5,7 

по истечении 
14 суток 

0,121 0,223 0,203 0,385 0,233 0,182 0,278 

Степень разложения 
ПАВ, % 

97,9±1,2 96,4±0,6 96,4±0,8 93,2±0,9 95,9±1,1 96,8±1,3 95,1±0,9 

Период полураспада 
ПАВ t1/2, сут. 

4,9±0,1 2,5±0,2 5,5±0,4 2,6±0,05 3,0±0,2 6,0±0,3 4,5±0,2 

 
с реакцией на токсическое действие кокамидо-
пропилбетаина. Немаловажным фактором явля-
ется и особенность периферийного метаболизма 
микроорганизмов, то есть осуществление 
начального этапа метаболизма ксенобиотика. 
Также нельзя исключать возможность использо-
вания микробными клетками внутренних запасов 
питательных веществ, полученных ими во время 
активации на классических средах. 

Полученные данные подтверждают эффек-
тивность использования бактерий рода Pseudo-
monas в качестве деструкторов сурфактантов, 
поскольку они имеют короткое время генерации, 
высокую скорость наращивания биомассы по 
сравнению с бактериями-деструкторами других 
родов, а также легко культивируются в лабора-
торных условиях [17, 18]. 

По истечении 21 суток был выполнен посев 
всех чистых культур, которые культивировались 
в стерильном растворе ПАВ без добавления в 
среду минеральных компонентов. Активный при-
рост биомассы наблюдался уже в первые сутки 
эксперимента. Результат посева не показал при-
знаков угнетения жизнедеятельности микроорга-
низмов ни для одного штамма, и поскольку для 
всех штаммов единственным источником азота 
был CAPB, это свидетельствовало, что все ис-
пытуемые штаммы способны ассимилировать 
азот из сурфактанта и практически полностью 
утилизировать ПАВ за 14 суток. В работе [12] 
описаны штаммы, утилизирующие CAPB за 29 
суток без добавления в среду легкоусвояемого 
азота, что вдвое дольше, чем утилизация ПАВ 
штаммами, рассматриваемыми в данной работе. 

Параллельно проводили исследования по 
биодеструкции CAPB активным илом – биоцено-
зом, где симбиотически сосуществуют бактерии 
и простейшие [19]. Согласно известным данным о 
составе консорциума, предполагаемыми деструк-
торами кокамидопропилбетаина являются бакте-
рии семейства Pseudomonadaceae (50–80%), бак-
терии рода Mycobacterium (5–15%), основной 
функцией которых является окисление углево-
дородов, а также микроорганизмы рода Bacte-

rium, к биохимическим особенностям которых 
относится окисление нефти, нефтепродуктов, 
фенолов, альдегидов, жирных кислот. 

Активный ил показал максимальную степень 
биодеструкции кокамидопропилбетаина на 14-е 
сутки эксперимента, концентрация ПАВ состави-
ла 0,91 ммоль/дм

3
, что соответствует 15,9% от 

начальной концентрации. 
Таким образом, в консорциуме штаммов 

наблюдалась почти полная деградация CAPB. Од-
нако скорость биодеструкции по сравнению с са-
мыми эффективными штаммами (Pseudomonas 
stutzeri T (В-4904), Pseudomonas fluorescens TR  
(В-4881), Pseudomonas putida TO (В-3959)) была 
ниже. Кроме того, в безазотистой среде первичные 
биодеструкторы обеспечивают поступление азота 
как в свой собственный метаболизм, так и в мета-
болизм своих микробных партнеров, которые 
обеспечивают вторичную биодеградацию. Извест-
но, что для повышения эффективности биодегра-
дации нефти и нефтепродуктов чаще всего ис-
пользуются смешанные культуры, состоящие из 
двух и более микроорганизмов [20, 21]. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Исследуемая ассоциация углеводородокис-

ляющих микроорганизмов, а также чистые куль-
туры начали активный рост уже в первые сутки 
эксперимента без периода адаптации в среде, 
содержащей кокамидопропилбетаин в качестве 
единственного источника углерода и азота. Это 
свидетельствует о том, что испытуемые штаммы 
сразу начинают окислять сурфактант. Кроме то-
го, многие Pseudomonas наряду с хромосомной 
ДНК имеют дополнительный генетический мате-
риал в виде плазмид биодеградации, которые 
играют важную роль в адаптации бактерий к из-
меняющимся условиям окружающей среды. 

В результате проведенного исследования 
отобраны самые эффективные штаммы – де-
структоры кокамидопропилбетаина: Pseudomo-
nas stutzeri T (В-4904), Pseudomonas fluorescens 
TR (В-4881), Pseudomonas putida TO (В-3959), 
работа которых характеризуется меньшим пери-
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одом адаптации к поллютанту, что является су-
щественным преимуществом для процесса 
очистки стоков в реальных производственных 
условиях. Дальнейшие исследования будут 

направлены на разработку биодеструктивного 
препарата сурфактантов, в состав которого бу-
дут включены данные штаммы. 
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Резюме: Проращивание является экологичным и доступным способом для максимальной реализа-
ции биохимического потенциала растительного пищевого сырья. В результате биоактивации 
собственной ферментной системой происходит увеличение водорастворимых белковых фракций, 
накопление свободных аминокислот и жирных кислот, а также легкорастворимых редуцирующих 
сахаров, что приводит к повышению пищевой ценности сырья и улучшению функциональных 
свойств заключенного в нем белка. В качестве сырья использовали семена льна как источник эс-
сенциальных полиненасыщенных жирных кислот, пищевых волокон, полноценного белка, полипеп-
тидов и лигнанов, которые поддерживают важнейшие физиологические функции организма чело-
века. Цель работы состояла в исследовании динамики макронутриентов в процессе кратковре-
менного проращивания семян льна химическими и спектроскопическими методами. Проращивание 
семян льна проводили в лабораторных условиях в специальных поддонах при температуре 18–20 ºС. 
Семена проращивали в течение 5 суток при периодическом увлажнении. Были представлены визу-
альные изменения, происходящие с семенами льна на всех стадиях кратковременного проращива-
ния. Показана периодичность в изменениях основных макронутриентов семян льна. Был сделан 
вывод, что в исследуемый период проращивания еще не протекает основной гидролитический 
распад запасных белков, приводящий к безвозвратному снижению, прежде всего, содержания бел-
ков и белкового азота. На основании изменения содержания липидов и кислотного числа, интен-
сивности пиков функциональных групп в области липидов, в частности полосы 1748 см

-1
 валент-

ных колебаний С=О-групп жирных кислот, предположено отсутствие расщепления запасных липи-
дов на раннем этапе проращивания. Показано накопление растворимых веществ в исследуемый 
период проращивания, в том числе водорастворимых белковых соединений, а также водораство-
римых полисахаридов и продуктов их гидролитического расщепления. Пророщенные семена льна 
являются ценным ингредиентом для создания продуктов здорового питания. 
 

Ключевые слова: семена льна, белки, макронутриенты, ненасыщенные жирные кислоты, кратко-
временное проращивание, ИК-спектроскопия, ограниченный гидролиз 
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Dynamics of macronutrients during short-term  
germination of flax seeds 
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Abstract: Germination is an environmentally friendly and convenient approach to enhancing the biochemical 
potential of food plant raw materials. The nutritional value of raw materials and the functional properties of 
protein contained therein can be significantly improved by activatying the inherent enzyme system. Bioacti-
vation not only increases the amount of water-soluble protein fractions, but also promotes accumulation of 
free amino and fatty acids and easily soluble reducing sugars. We used flax seeds as a source of essential 
polyunsaturated fatty acids, dietary fibres, complete protein, polypeptides and lignans to support the most 
important physiological functions of the human body. The aim was to study the dynamics of macronutrients 
in the process of short-term germination of flax seeds by chemical and spectroscopic methods. Flax seeds 
were germinated in laboratory conditions in special trays at a temperature of 18–20 ºС for 5 days with perio-
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dic moistening. Visual changes occurring in flax seeds at all stages of short-term germination are demon-
strated. The periodicity of changes in the main macronutrients of flax seeds is shown. It is concluded that, 
during the studied period of germination, the principal hydrolytic decomposition of seed storage proteins was 
incomplete, leading to a permanent decrease, first of all, in the content of proteins and protein nitrogen. 
Based on the changes in the lipid content and acid number, the intensity of the peaks associated with func-
tional groups in the lipid region, in particular, the band at 1748 cm

-1
 assigned to stretching vibrations of C=O-

groups of fatty acids, no degradation of storage lipids at an early stage of germination was assumed. The 
accumulation of soluble substances during the studied germination period is demonstrated, including water-
soluble protein compounds, as well as water-soluble polysaccharides and products of their hydrolytic degra-
dation. Sprouted flax seeds are a valuable ingredient for producing healthy foods. 
 

Keywords: flax seeds, proteins, macronutrients, unsaturated fatty acids, short-term germination, IR spec-
troscopy, limited hydrolysis 
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ВВЕДЕНИЕ 
Использование биологически активного рас-

тительного сырья для создания продуктов здо-
рового питания является в последние годы од-
ним из трендов коррекции пищевого статуса 
населения. Значимость этого направления как 
фактора профилактики алиментарно-зависимых 
заболеваний подтверждена в «Стратегии повы-
шения качества пищевой продукции в Россий-
ской Федерации до 2030 года», (утвержденной 
распоряжением Правительства Российской Фе-
дерации от 29.06.2016 г. № 1364-р). Под терми-
ном «здоровое питание», в соответствии с Фе-
деральным законом № 29, понимается питание, 
обеспечивающее рост, нормальное развитие и 
жизнедеятельность человека, отвечающее тре-
бованиям безопасности

1
. 

Исходя из принятого определения, пищевые 
продукты стали рассматривать как эффективное 
средство поддержания физического и психиче-
ского здоровья, профилактики многих заболева-
ний. Большое значение для расширения ассор-
тимента продуктов здорового питания имеет вы-
бор сырья.  

Для максимальной реализации потенциала 
растительного сырья широко используют биоло-
гические методы, которые условно можно разде-
лить на три группы по способу модификации сы-
рья: 

– под действием микрофлоры; 
– под действием внесенных извне фермент-

ных препаратов; 
– под действием собственных ферментных, 

преимущественно катаболических, систем [1].  
В частности, биоактивация семян (зерна) 

проращиванием позволяет активизировать их 
ферментную систему. В результате протекания 
биохимических процессов в семенах происходит 
увеличение водорастворимых белковых фрак-

ций, накопление свободных аминокислот и жир-
ных кислот, а также легкорастворимых редуциру-
ющих сахаров, что приводит к повышению пище-
вой ценности сырья и улучшению функциональных 
свойств заключенного в нем белка [2–6]. Прора-
щивание приводит также к деградации антиали-
ментарных факторов – ɑ-галактозидных олигоса-
харидов, ингибиторов панкреатических протеи-
наз и липазы, фитогемагглютенинов, таннидов, 
фитатов, цианогенных гликозидов [1, 6–10]. 
Ферментативная модификация семян и зерна 
способствует повышению их биологической ак-
тивности за счет появления продуктов гидроли-
тического распада биополимеров (белков, угле-
водов) – физиологически активных пептидов, 
моно- и олигосахаридов, нуклеотидов и пр. – по-
тенциальных экзорегуляторов метаболизма. 
Например, олигосахариды оказывают регулиру-
ющее действие на микрофлору, многие из них 
являются бифидогенными факторами [11]. Так, 
пророщенные семена сои характеризуются 
улучшенными органолептическими свойствами: 
запахом и вкусом, в них определено значитель-
ное увеличение содержания сапонина, эстроген-
ных соединений и почти всех фитостеринов, 
особенно бета-ситостерина [6]. 

Изучение физиологических и протеомных из-
менений в зародыше и эндосперме во время про-
растания семян позволило авторам работы [12] 
выявить сложные метаболические сети, участ-
вующие в прорастании семян пшеницы (Triticum 
aestivum L.). Было установлено, что наибольшие 
протеомные изменения происходили в зародыше 
через 24 ч после набухания семян. Полученные 
данные позволяют по-новому взглянуть на моле-
кулярные механизмы прорастания семян.  

Была показана роль эндосперма в поддержке 
роста зародыша: он снабжает его питательными 
веществами, защищает зародыш и контролирует 

   

1
О качестве и безопасности пищевых продуктов: федер. закон РФ от 02.01.2000 г. № 29-ФЗ (ред. от 

13.07.2020 г.) 
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рост зародыша, действует как механический ба-
рьер во время развития и прорастания семян. 
Его структура и функция в зрелых сухих семенах 
различны и специфичны для разных видов куль-
тур [13]. Последние достижения в биологии се-
мян показали, что эндосперм способен воспри-
нимать сигналы окружающей среды, а также 
производить и секретировать сигналы, регули-
рующие рост зародыша. Таким образом, прорас-
тание – системная реакция, включающая двуна-
правленные взаимодействия между зародышем 
и эндоспермом. 

Несмотря на исследования и значимые ре-
зультаты в области биохимии прорастания се-
мян, научный и практический интерес к этим 
процессам не ослабевает. В настоящее время 
на основе пророщенных зерновых культур в 
промышленности выпускаются хлопья, сухие 
завтраки, различные виды хлеба и мучных кон-
дитерских изделий повышенной пищевой ценно-
сти. Расширяется ассортимент сырья, пищевую 
и биологическую ценность которого повышают 
путем проращивания. При этом практическое зна-
чение имеет определение продолжительности 
процесса, при котором конкретное сырье обладает 
повышенной биологической активностью за счет 
накопления продуктов гидролитического расщеп-
ления биополимеров. В связи с этим актуальны 
исследования динамики макронутриентов конкрет-
ного сырья в процессе проращивания. 

Перспективным сырьем для биоактивации 
путем проращивания являются семена льна. 
Семена льна являются источником основных 
функциональных пищевых ингредиентов и био-
логически активных веществ, оказывающих бла-
готворное влияние на организм человека. Они 
богаты эссенциальными полиненасыщенными 
жирными кислотами, пищевыми волокнами, пол-
ноценным белком, полипептидами и лигнанами, 
относящимся к классу фитоэстрогенов, которые 
поддерживают важнейшие физиологические функ-
ции организма человека [14, 15]. В настоящее вре-
мя их используют в качестве функционального ин-
гредиента для корректировки химического состава 
и пищевой ценности продуктов [16–18]. 

Цель работы состояла в исследовании дина-
мики макронутриентов в процессе кратковре-
менного проращивания семян льна химическими 
и спектроскопическими методами. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Объектами исследования в данной работе 

являлись семена льна масличного (Linum 
usitatissimum L.) 2018 года производства. Про-
рощенные семена льна имели следующие ха-
рактеристики: содержание, %: белка – 21,77; жи-
ра – 42,96; влаги – 3,65; зольность – 4,25%. 

Определение параметров семян льна проводили 
на базе лаборатории переработки лубяных куль-
тур Федерального научного центра лубяных 
культур перед проведением проращивания. 

Проращивание семян льна проводили в ла-
бораторных условиях в специальных поддонах 
при температуре 18–20 ºС при соотношении во-
да : семена 2 : 1. Семена проращивали в тече-
ние 5 суток при периодическом увлажнении.  

Проросшие семена льна имели проростки 
длиной от 2 до 5 мм. Процесс проращивания се-
мян прекращали сушкой до влажности семян не 
более 5%. Отбор проб пророщенных семян про-
водили каждые сутки. Продукты хранили при 
температуре 4 ºС.  

В работе определяли: кислотное число (ГОСТ 
31700-2012), масличность (ГОСТ 10857-64), со-
держание белка (ГОСТ 10846-91), влажность 
(ГОСТ 10856-96), зольность (ГОСТ 10847-2019). 

Фракционный состав белкового комплекса ис-
ходных и пророщенных семян льна определяли по 
методу Ермакова

2
: последовательной экстракцией 

дистиллированной водой, 7%-м раствором NaCl и 
0,1 М раствором NaOH. Осаждение белков произ-
водили 5%-м раствором CCL3COOH. 

Колебательные спектры образцов (32 скана) 
получали методом ИК-спектроскопии НПВО 
(нарушенного полного внутреннего отражения) 
на спектрометре Tensor 37 (Bruker, Германия) с 
алмазным НПВО-элементом, управляемым про-
граммным пакетом OPUS со стандартными гра-
дуировочными возможностями, в диапазоне ча-
стот 4000–600 см

-1 
в формате поглощения. 

Белокполисахаридные комплексы (БПС) полу-
чали путем проведения водной экстракции из-
мельченных семян льна (исходных и пророщен-
ных) при следующих условиях: гидромодуль – 15; 
температура, Т – 50 ºС; продолжительность – 1 ч. 
Из экстракта БПС комплексы выделяли осажде-
нием трехкратным избытком изопропилового 
спирта. Полисахаридные (ПС) комплексы полу-
чали путем проведения водной экстракции цель-
ных семян льна (исходных и пророщенных) ана-
логично БПС. Целевые продукты сушили в мик-
роволновой печи LG Intellowave (MS-1724U) при 
мощности печи 500 Вт в течение 1–3 мин. 

Анализы проводили в 3-кратной повторности. 
 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
Согласно проведенным на сегодняшний день 

исследованиям представляется, что прораста-
ние семян в общем виде запускается двумя ос-
новными процессами – активизацией метаболи-
ческого аппарата и началом обмена веществ в 
результате поступления в семя воды. При 
увлажнении семян сразу же начинается их набу-
хание, затем происходит активизация и синтез 

   

2
Ермаков А.И., Арасимович В.В., Ярош Н.П. Методы биохимического исследования растений. 3-е 

изд., перераб. и доп. Л.: Агропромиздат, 1987. 430 с. 
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ферментов, определяющих начало гидролитиче-
ских процессов. Эти и другие процессы (увели-
чение содержания осмотически активных ве-
ществ, подкисление оболочек клеток и др.) со-
здают предпосылки для начала роста зародыша. 
На следующем этапе начинается рост зароды-
шевых осей и выход корешка. При этом сначала 
используются собственные питательные веще-
ства, а затем происходит мобилизация пита-
тельных веществ запасающих органов (семядо-
лей или эндосперма).   

Визуальные изменения, происходящие в 
процессе кратковременного проращивания се-
мян льна, представлены на рис. 1. Активное по-
глощение воды, набухание коллоидов, создание 
высокого осмотического давления внутри клеток, 
которое обусловлено растворимыми внутрикле-
точными веществами, приводит к увеличению 
объема семени. В среднем объем набухшего 
семени в 1,5 раза больше исходного. За 5 суток 
семена льна прошли все начальные этапы про-
растания – от набухания до роста проростков.  

Благодаря высокой влажности некоторые 
вещества семени (углеводы – сахара, пентоза-
ны; азотистые и минеральные вещества) пере-
ходят в растворимое состояние и частично 
диффундируют в воду. Это способствует ожив-
лению зародыша, который для своей жизнедея-
тельности начинает активно использовать по-

явившиеся растворимые и легко усваиваемые 
питательные вещества. Активизирующиеся гид-
ролитические ферменты диффундируют в эндо-
сперм, где начинают катализировать гидролиз 
части высокомолекулярных веществ и превра-
щают их в растворимые соединения. С поглоще-
нием воды зародыш начинает потреблять 
накопленные в нем сахара и свободные амино-
кислоты еще до того, как соответствующие фер-
менты поступят в эндосперм и путем гидролиза 
дадут новые порции питательных веществ заро-
дышу. Этим можно объяснить периодичность 
изменений показателей семян льна. 

В табл. 1 представлены характеристики про-
растающих семян льна, которые определяли 
каждые сутки. 

Все изменения в семенах льна свидетельству-
ют о периодичности происходящих процессов в 
прорастающих семенах. В результате резкого по-
вышения влажности (с 3,8 до 51,3%) запускаются 
процессы гидролиза азотистых соединений, осо-
бенно белков, до свободных аминокислот, которые 
затем расходуются на создание новых белковых 
соединений. Этим можно объяснить колебания 
показателя содержания общего азота при прора-
щивании семян льна в первые пять суток. На каж-
дой стадии прорастания протекают процессы, свя-
занные с изменением состава и состояния пита-
тельных веществ в семени.  

 

Этап проращивания Время проращивания, сут. Вид семян 

Исходный 0 

 

 

 

Набухание 1, 2 

   

Проклевывание 3, 4 

   

Рост проростков 5 

 

 

 
 

Рис. 1. Семена льна при кратковременном проращивании 
 

Fig. 1. Flax seed during short-time germination 
 

Таблица 1. Характеристика семян льна в процессе проращивания 

Table 1. Characteristics of flax seeds during germination 

Наименование 
образца 

Продолжи-
тельность 

проращива-
ния, сут. 

Показатель 

Общий азот, 
N, % 

Сырой 
протеин, 
N·6,25, % 

Масличность,  
% 

Кислотное 
число, 
мг KOH 

на 1 г масла 

Влажность, % 

Исходные 
семена 

0 3,48±0,17 21,77±1,09 42,96±2,15 3,14±0,16 3,80±0,19 

ПР1 1 3,70±0,18 22,72±1,14 42,30±2,11 3,05±0,15 51,30±2,56 
ПР2 2 4,57±0,23 28,56±1,43 32,00±1,60 3,26±0,16 54,10±2,71 
ПР3 3 3,47±0,17 21,69±1,08 46,05±2,30 3,29±0,16 52,90±2,65 
ПР4 4 4,28±0,21 26,75±1,34 29,82±1,49 3,26±0,16 57,27±2,86 
ПР5 5 3,61±0,18 22,55±1,13 40,45±2,02 3,15±0,16 54,00±2,70 
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Содержание жира и значения кислотного 
числа также подвержены колебаниям в иссле-
дуемом временном интервале проращивания 
(см. табл. 1). Распад жиров, в отличие от про-
теолиза белков, является более сложным много-
стадийным процессом [19]. При прорастании 
масличных семян основным обменным процес-
сом считается превращение липидов в сахара: 
протекает гидролиз триглицеридов с образова-
нием свободных жирных кислот и глицерина, ко-
торый через последовательность реакций глико-
лиза превращается в сахара. Однако на ранних 
стадиях проращивания липиды не подвергаются 
расщеплению, так как участвуют в других мета-
болических процессах [2]. Непосредственно 
расщепление запасного жира начинается после 
4-х дней прорастания, а после 8-ми дней проис-
ходит максимальное его расходование

3
 [2, 19]. 

Анализ полученных нами результатов свиде-
тельствует, что кислотное число в своем макси-
мальном значении (на 3-й день проращивания) 
повышалось незначительно, на 4,78% (см. табл. 1). 
В этом случае повышение кислотного числа обу-
словлено, вероятно, гидролитическими процес-
сами, протекающими в зародыше. Максимальное 
снижение масличности на 30,59% на 4-й день 
проращивания коррелировало с механизмом 
прорастания, описанным А.Б. Дьяковым [19]. 
Следует отметить, что биологическая ценность 
липидов в процессе кратковременного проращи-
вания семян остается неизменной. Об этом сви-
детельствуют данные авторов работ [5, 20, 21], 
которые показали, что жирнокислотный профиль 
семян льна не изменялся в интервале 1, 4 и 8 
суток проращивания. 

На рис. 2 и 3 представлены ИК-спектры про-
рощенных семян льна и фрагменты протеиновой 
и углеводной областей этих ИК-спектров (обо-
значение образцов приведено в соответствии с 
указанными в табл. 1).  

 

3500 3000 2500 2000 1500 1000

0,00

0,05

0,10

0,15

0,20

0,25

0,30

0,35

Проростки льна

A
T

R
 U

ni
ts

Wavenumber, cm
-1

 1

 2

 3

 4

 5

 
 

Рис. 2. ИК спектры пророщенных семян льна:  
1 – ПР1; 2 – ПР2; 3 – ПР3; 4 – ПР4; 5 – ПР5 

 

Fig. 2. IR spectra of germinated flax seeds:  
1 – ПР1; 2 – ПР2; 3 – ПР3; 4 – ПР4; 5 – ПР5 

 
Структурированные полосы в белковой  

(1700–1500 см
-1
) и углеводных областях (1150–

1030 см
-1
) свидетельствуют, предположительно, о 

соединениях с разной длинной цепи, образую-
щихся в результате гидролиза прежде всего бел-
ков, полипептидов и полисахаридов. Особенно 
выделяется структурированность в углеводной 
области, что, вероятно, можно объяснить разно-
образием поли- и олигосахаридных структур. 
Интенсивные полосы в области 2950–2850 см

-1
 

обязаны проявлению валентных ассиметричных 
и симметричных колебаний СНn-групп преиму-
щественно липидных и полисахаридных струк-
тур. Интенсивная полоса 1748 см

-1
 валентных 

колебаний С=О-групп жирных кислот также под-
тверждает наличие значительного количества 
липидных компонентов. Присутствие полос 3008 
и 722 см

-1
, характерных соответственно для ва-

лентных и деформационных колебаний СН-групп 
при двойной связи СН=СН, свидетельствует о 
наличии в составе липидных компонентов нена-
сыщенных жирных кислот. 
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Рис. 3. Фрагменты протеиновой (а) и углеводной областей (b) ИК-спектров, представленных на рис. 2 
 

Fig. 3. Fragments of the protein (a) and carbohydrate regions (b) of the IR spectra in Fig. 2 
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Таким образом, на представленных ИК-
спектрах исследуемых семян льна (рис. 2 и 3) 
хорошо видны изменения расположения, интен-
сивности и формы полос основных функцио-
нальных групп, характеризующих белковый, уг-
леводный и липидный комплексы.  

Периодичность происходящих процессов от-
ражается на изменении интенсивности пиков 
основных полос функциональных групп в зави-
симости от продолжительности проращивания, 
которые представлены на рис. 4. Интенсивно 
протекают процессы расщепления белковых и 
полисахаридных веществ. Периодичность в из-
менении интенсивности полос ИК-спектров 
функциональных групп белков, углеводов и об-
щих липидов в общем коррелирует с данными 
химического анализа (см. таб. 1).  

 

 
 

Рис. 4. Изменение интенсивности пиков основных полос, 
характеризующих функциональные группы белков,  
углеводов и липидов 
 

Fig. 4. Change in the peaks intensity of the main bands  
characterizing the functional groups of proteins,  
carbohydrates and lipids 

 

Набухание, гидролитические процессы, проте-
кающие на стадиях проращивания, способствуют 
увеличению водорастворимых веществ, о содер-
жании которых судили по результатам проведения 
водной экстракции исследуемых семян льна. Из-
менение сухого остатка водного экстракта в про-
цессе проращивания семян льна представлено на 
рис. 5. 

Как следует из полученных данных, резкого по-
вышения количества водорастворимых веществ не 
наблюдается, идет плавное повышение с незначи-
тельными колебаниями. На 3-и сутки проращива-
ния было определено максимальное количество  

водорастворимых веществ в экстракте в исследу-
емом периоде времени.  

Из водных экстрактов измельченных семян 
избытком изопропилового спирта осаждали бе-
локполисахаридные комплексы (БПС). Результа-
ты определения выхода и содержания в них бел-
ка представлены в табл. 2. Изменение содержа-
ния белка в комплексах БПС свидетельствует, 
что с увеличением продолжительности прора-
щивания повышалось количество водораство-
римых белковых веществ. При этом содержание 
водорастворимых белков в БПС возросло с 36,28 
до 59,00% на 3-и сутки проращивания и до 
65,50% – на 5-ые сутки проращивания. 

 

 
 

Рис. 5. Сухой остаток водных экстрактов семян льна  
при различных сроках проращивания, сут.:  
ПР1 –1; ПР2 – 2; ПР3 – 3; ПР4 – 4; ПР5 – 5 
 

Fig. 5. Dry residue of water extracts of flax seeds  
at different periods of germination, day:  
ПР1 – 1; ПР2 – 2; ПР3 – 3; ПР4 – 4; ПР5 – 5 

 
Об изменении различных форм азотистых 

соединений в процессе проращивания семян 
льна судили по содержанию небелкового азота 
(рис. 6). Колебания в содержании небелкового 
азота позволяют предположить синтез амино-
кислот за счет гидролиза белков и активное по-
требление азотистых веществ зародышем.  

В мобилизации белковых резервов участвуют 
многочисленные ферментные системы, разли-
чающиеся по специфичности к субстрату. При 
ограниченном протеолизе запасных белков от 
них отщепляется небольшое число низкомоле-
кулярных пептидов, после чего белки становятся 
доступны  действию  протеаз [22, 23].  При этом 

 
Таблица 2. Характеристика белокполисахаридных комплексов  
 

Table 2. Characterization of protein-polysaccharide complexes 
 

Продолжительность 
проращивания, сут. 

Образец БПС 
Выход БПС комплекса, 

% 
Содержание белка в БПС 

комплексе, % 

0 БПС 0 11,55±0,58 36,28±1,81 
1 БПС 1 14,72±0,74 54,08±2,70 
2 БПС 2 16,52±0,83 55,07±2,75 
3 БПС 3 19,58±0,98 59,09±2,95 
4 БПС 4 14,97±0,75 54,87±2,74 
5 БПС 5 15,80±0,79 65,50±3,27 

 
   

3
Щербаков В.Г., Лобанов В.Г., Прудникова Т.Н., Федорова С.А. Биохимия растительного сырья: учеб-

ник для студентов вузов. М.: Колос, 1999. 376 с. 
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Рис. 6. Динамика общего и небелкового азота  
в семенах льна в процессе проращивания 
 

Fig. 6. Dynamics of total and non-protein nitrogen  
in flax seeds during germination 

 
считается, что ограниченный протеолиз протека-
ет под действием SH-зависимой кислой эндо-
пептидазы. Последующая гидролитическая фаза 
протекает при быстром росте проростка. К этому 
времени начинается активная мобилизация бел-
ков в запасающих органах семян и энергичный 
переток азотистых соединений из семядолей или 
других запасающих органов к растущим осевым 
частям. В ходе прорастания семян запасные 
белки распадаются до низкомолекулярных пеп-
тидов и аминокислот. Их соотношение опреде-
ляется активностью различных ферментов и 
скоростью оттока продуктов гидролиза из запа-
сающих тканей [23]. 

Исходя из анализа полученных данных, мож-
но предположить, что в исследуемом интервале 
проращивания семян льна на фоне образования 
новых белков, сопровождающих рост пророст-
ков, не виден гидролитический распад белков, 
характеризующийся  продолжительным (безвоз-
вратным) снижением содержания белков и бел-
кового азота. Соотношение белковых фракций в 
этот исследуемый период проращивания изме-
нялось, как это показано на рис. 7.  

Исходные семена характеризовались преоб-
ладающим содержанием глобулинов, и уже в 
первые сутки проращивания эта солераствори-
мая белковая фракция резко увеличивалась, а 
при всех колебаниях была наибольшей по срав-
нению с другими фракциями в исследуемый пе-
риод. На рис. 8 представлены ИК-спектры бел-
ковых фракций пророщенных семян. 

Протеиновые фракции пророщенных семян 
льна выделяли из растворов трихлоруксусной 
кислотой (ТХУК), которая является специфиче-
ским реагентом на белки. ТХУК необратимо оса-
ждает белки, оставляя в растворе продукты их 
деструкции – полипептиды. 

Во всех белковых фракциях помимо основ-
ных классических полос Амид I и Амид II присут-
ствуют полосы, соответствующие липидным и 
углеводным фрагментам. Классические дуплеты 
Амид I и Амид II в протеиновой области ИК-
спектров (1700–1500 см

-1
) у белковых фракций 

пророщенных семян отличаются различной ин-
тенсивностью. В составе белковых фракций при-
сутствуют различные липидные, поли- и олигос-
ахаридные фрагменты: область 2950–2850; 
1748; 1300–1030 см

-1
. При этом спектр щелоче-

растворимой фракции отличается интенсивно-
стью и формой полос. 

 

 
 

Рис. 7. Изменение фракционного состава белкового  
комплекса семян льна на ранних стадиях проращивания 
 

Fig. 7. Changes in the fractional composition of the protein 
complex of flax seeds at the early stages of germination 

 

 
 

Рис. 8. ИК-спектры белковых фракций пророщенных  
семян льна:  
5 – водорастворимая; 9 – солерастворимая;  
11 – щелочерастворимая 
 

Fig. 8. IR spectra of protein fractions of germinated  
flax seeds:  
5 – water-soluble fraction; 9 – salt-soluble fraction;  
11 – alkali-soluble fraction 

 
С целью изучения изменений в полисахарид-

ном составе семян льна в процессе проращива-
ния определяли сумму полисахаридов (СумПС) 
и содержание в них высокомолекулярной фрак-
ции (ВМфр). Результаты исследований пред-
ставлены в табл. 3. Полисахариды выделяли из 
водных экстрактов неразрушенных цельных се-
мян льна (исходных и пророщенных) осаждени-
ем избытком изопропилового спирта. 
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Таблица 3. Сумма полисахаридов и содержание высокомолекулярной фракции относительно суммы  

полисахаридов в исходных и пророщенных семенах льна 
 

Table 3. Polysaccharides sum and the content of the high molecular weight fraction relative to the polysaccharides  

sum in the original and germinated flax seeds 
 

Продолжительность проращивания, сут. Сухой остаток водного экстракта*, % СумПС, % ВМфр, % 

Контроль 1,18±0,06 2,95±0,15 55,50±2,77 
2 1,35±0,07 5,07±0,25 64,37±3,22 
3 1,44±0,07 6,30±0,31 64,81±3,24 
4 1,49±0,07 7,90±0,40 47,83±2,39 
5 1,80±0,09 9,18±0,46 41,97±2,10 

*Водный экстракт цельных (неизмельченных) семян. 

 
С увеличением продолжительности прора-

щивания протекают гидролитические процессы, 
способствующие повышению содержания водо-
растворимых веществ, в том числе сахаров, за 
счет расщепления полисахаридов и снижения 
количества высокомолекулярной фракции в со-
ставе полисахаридов. Так, содержание водорас-
творимых веществ к концу исследуемого вре-
менного периода увеличилось на 52,5% (по су-
хому остатку водного экстракта). Исходя из дан-
ных, представленных в табл. 3, можно предпо-
ложить, что активное расщепление полисахари-
дов начинается на 4-й день прорастания и в ре-
зультате этого процесса к концу исследуемого 
временного интервала содержание высокомоле-
кулярной фракции в них снижалось на 24,4%. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Исследование биохимического состава се-

мян льна в процессе кратковременного прора-
щивания, проведенное спектральными и стан-
дартными химическими методами, показало пе-
риодичность в изменениях соотношения основ-
ных макронутриентов семян льна. По результа-
там проведенной работы сделаны также следу-
ющие выводы: 

– совокупность данных по изменению общего 
содержания белка, белкового азота, белковых 
фракций позволяет предположить, что в иссле-
дуемый период проращивания основной гидро-
литический распад запасных белков, приводя-
щий к безвозвратному снижению, прежде всего, 
содержания белков и белкового азота, не проис-
ходит или не заметен на фоне появления новых 

белков у растущих проростков; 
– изменения таких показателей, как содержа-

ние жира и кислотного числа, интенсивности пи-
ков функциональных групп в области липидов, 
свидетельствуют об отсутствии на раннем этапе 
проращивания расщепления запасных липидов, 
что коррелирует с данными отечественных ис-
следователей; 

– повышение экстрактивных веществ в вод-
ных растворах семян льна как цельных, так и 
измельченных указывает на накопление раство-
римых веществ; 

– о повышении водорастворимых белковых 
соединений свидетельствуют данные по преоб-
ладанию водо- и солерастворимых белковых 
фракций, а также увеличение содержания белка 
в водорастворимых белокполисахаридных (БПС) 
комплексах; 

– анализ углеводной области ИК-спектров 
пророщенных семян льна, а также увеличение 
суммы водорастворимых полисахаридов и сни-
жение в них высокомолекулярной фракции сви-
детельствуют об активном протекании гидроли-
тического расщепления полисахаридов. 

Таким образом, семена льна на раннем эта-
пе проращивания содержат набор биологически 
активных веществ, обеспечивающий выход и 
прорастание проростка. Такие семена являются 
ценным ингредиентом для создания продуктов 
здорового питания с повышенным содержанием 
хорошо растворимых белков, свободных амино-
кислот и жирных кислот. Наличие указанных ак-
тивных компонентов повышает питательную 
ценность и усвояемость целевой продукции. 
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Резюме: Масштабирование биосинтеза БНЦ позволило получить образцы композиционной бумаги 
с повышенной долей БНЦ. Целью работы являлось исследование образцов композиционной бумаги 
из БНЦ и сульфатной беленой хвойной целлюлозы (ХвЦ) с соотношением компонентов в широком 
диапазоне – 10:90, 30:70, 50:50, 60:40, 70:30, 90:10. Выбор метода изготовления бумаги осуществ-
лен на основе результатов определения прочностных и деформационных показателей образцов 
композиционной бумаги с соотношением БНЦ:ХвЦ 20:80. Метод с поверхностным нанесением БНЦ 
на отливки ХвЦ позволил повысить показатели прочности (сопротивление раздиранию – на 37%, 
сопротивление продавливанию – на 17%) и деформационные показатели (жесткость при растя-
жении – на 66%, работу разрушения – на 8%, разрывную длину – на 4%) по сравнению с контролем. 
Во всех образцах подтверждено образование композиций. Методом растровой электронной спек-
троскопии установлено, что композиции бумаги состоят из переплетенных микроразмерных во-
локон ЦвХ и наноразмерных волокон БНЦ, причем по мере повышения в композициях доли БНЦ 
наблюдалось «уплотнение» структуры за счет увеличения доли сетчатых наноразмерных фраг-
ментов. Данные ИК-спектроскопии свидетельствуют о сходстве целлюлозной структуры всех 
образцов. Установлено, что возрастание значений степени полимеризации образцов композици-
онной бумаги прямо пропорционально увеличению доли БНЦ в образцах. Изучена фильтрующая 
способность образцов композиционной бумаги по отношению к микроорганизмам культуральной 
жидкости продуцента Medusomyces gisevii Sa-12. Отмечено, что удерживание дрожжей достига-
ется при содержании в композиционной бумаге 70% БНЦ. Представленные свойства нового мате-
риала обуславливают перспективы его использования для фильтрования микроорганизмов. 
 

Ключевые слова: бактериальная наноцеллюлоза, хвойная целлюлоза, композиционная бумага, 
фильтрующая способность 
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Abstract: Scaling biosynthesis of bacterial nanocellulose (BNC) allowed samples of composite paper with 
an increased proportion of BNC to be obtained. This work aims to study BNC samples and bleached soft-
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wood kraft pulp (BSKP) composite paper with a ratio of components varying across a wide range: 10:90, 
30:70, 50:50, 60:40, 70:30, 90:10. The method of paper manufacturing was chosen based on the determina-
tions of strength and deformation properties of composite samples with the BNC:BSKP ratio of 20:80. Sur-
face application of BNT on BSKP handsheet provided for an increase in the strength values (tear resistance 
– by 37%, burst index – by 17%) and deformation characteristics (tension stiffness – by 66%, fracture work – 
by 8%, breaking length – by 4%) compared to a reference sample. The formation of composites is confirmed 
in all samples. Scanning electron spectroscopy revealed that paper composites comprise interlaced micro 
BSKP and nano BNC fibres. As the proportion of BNC in composites elevated, densification of the structure 
was observed due to an increased fraction of cross-linked nanosized elements. IR spectroscopy indicated 
the resemblance of cellulose structure in all samples. It was found that an increase in the degree of polymer-
isation of composite paper is directly proportional to an increase in the BNC amount in the samples. The fil-
tering ability of composite paper samples against microorganisms in the culture liquid of the Medusomyces 
gisevii Sa-12 producer was studied. It should be noted that yeast retention is achieved with 70% BNC in the 
paper composite. The presented properties of the new material determine prospects for its use in filtering 
microorganisms. 
 

Keywords: bacterial nanocellulose, softwood pulp, composite paper, filtering ability 
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ВВЕДЕНИЕ  
Бактериальная наноцеллюлоза (БНЦ) – это 

химически чистая целлюлоза с уникальной нано-
фибриллярной структурой, характеризующаяся 
рядом специфических свойств, не присущих цел-
люлозе растительного происхождения (высокая 
влагоудерживающая способность, прозрачность, 
проницаемость для газов и жидкостей, высокая 
механическая прочность и др.) [1–5]. В связи с 
этим БНЦ востребована в различных отраслях, как 
традиционных для растительной целлюлозы (цел-
люлозно-бумажная и химическая промышлен-
ность) [6], так и новейших (биотехнологическая 
промышленность, биомедицина, электроника, по-
лучение композиционных материалов) [7–9].  

Высокую актуальность имеют исследования, 
посвященные изучению бумагообразующих 
свойств БНЦ. Эти исследования можно разде-
лить на следующие группы: бумага из БНЦ; ком-
позиционная бумага из традиционных компонен-
тов с включением БНЦ; композиционная бумага 
с добавлением компонентов, обеспечивающих 
особые свойства бумаги (биоактивность, анти-
микробная активность, электропроводность, 
электроизоляция и др.); композиционная бумага 
с включением функционализированной БНЦ. 
Отдельно обсуждаются области применения но-
вых видов композиционной бумаги. 

Авторами работы [10] изучалось влияние 
плотности и скорости деформации на растяже-
ние нанобумаги из исходной БНЦ. 

Российскими учеными (Е.Г. Смирнова с колле-
гами) впервые была проведена успешная рестав-
рация старинных рукописей (работы в этом 
направлении будут продолжены при наличии до-
статочного количества БНЦ) [11]. Аналогичные ра-
боты позднее были проведены и за рубежом [12].  

Результаты оценки бумагообразующих 
свойств исходной БНЦ по сравнению с сульфат-
ной беленой хвойной целлюлозой (ХвЦ) марки 
ХБ-1 изложены в работе [13]. Авторами назван-
ной монографии также были приготовлены об-
разцы бумаги из смеси БНЦ и ХвЦ и было уста-
новлено, что основные показатели механической 
прочности смесевой бумаги мало отличаются от 
показателей бумаги, полученной из ХвЦ. В то же 
время бумага, состоящая из смеси БНЦ и ХвЦ, 
обладает чрезвычайно высоким сопротивлением 
излому – в 30 раз большим, чем у бумаги из ХвЦ. 
Исследования, проведенные по устойчивости к 
старению бумаги, полученной с включением 
БНЦ, показали, что она является более долго-
вечным материалом в сравнении с хвойной бу-
магой. Введение БНЦ в композицию восполняю-
щей бумажной массы повышает прочность шва 
примерно на 30% перед началом старения, и по 
завершении процесса старения этот показатель 
сохраняется на более высоком уровне, чем при 
применении восполняющей бумажной массы, не 
содержащей БНЦ. 

Авторами работ [14, 15] получена компози-
ционная бумага с добавками оксидов металлов, 
обладающая антимикробной активностью. В ра-
боте [16] показана перспективность использова-
ния БНЦ в качестве компонента упаковочных 
материалов, в частности, для упаковки пищевых 
продуктов, в работе [17] описано получение био-
активной бумаги в качестве нового упаковочного 
материала. В работе [18] сообщается о создании 
гибкой, сверхпрочной и высокопроводящей бу-
маги из графена и БНЦ, полученной новым ме-
тодом распыления графена на поверхность пи-
тательной среды. Полученная бумага демон-
стрирует значительно улучшенную прочность на 
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растяжение и электропроводность по сравнению 
с исходной бумагой БНЦ, сохраняя при этом 
превосходную гибкость. Показана перспектив-
ность применения БНЦ в композиции электроизо-
ляционной бумаги, поскольку при этом происходит 
повышение электрической и механической прочно-
сти целлюлозных диэлектриков, а также их устой-
чивости к длительному воздействию повышенной 
температуры по сравнению с промышленной элек-
троизоляционной бумагой [19, 20]. 

В последнее время за рубежом было описано 
получение бумаги из функционализированной БНЦ 
в виде тонких листов, сочетающих характеристики 
нановолокон с жесткостью и физическими свой-
ствами обычной древесной бумаги [14, 21]. Кроме 
того, этот материал является подходящей матри-
цей для иммобилизации биологически активных 
молекул путем физической адсорбции с получени-
ем биоактивной бумаги [17, 22].  

Перспективным направлением оказалось 
применение БНЦ в качестве фильтрующего ма-
териала. Описано использование БНЦ во влаж-
ном виде в качестве фильтра для удаления мик-
роорганизмов и очистки сточных вод [2], а авто-
ры работы [5] применили БНЦ в сухом виде с 
добавлением Ag для фильтрации воздуха от 
твердых частиц и микроорганизмов.  

Несмотря на актуальность и многообразие 
исследований по получению композиционной 
бумаги, отсутствие БНЦ в требуемых количе-
ствах сдерживает развитие этого направления 
(массовая доля БНЦ в композициях не превыша-
ет 20% [2]). Нами был масштабирован биосинтез 
БНЦ, в результате чего образцы БНЦ были по-
лучены в достаточном количестве [23, 24], что 
позволило увеличить долю БНЦ в образцах ком-
позиционной бумаги.  

Целью данной работы являлось исследование 
образцов композиционной бумаги из БНЦ и ХвЦ с 
соотношением компонентов в широком диапазоне 
– 10:90, 30:70, 50:50, 60:40, 70:30, 90:10.  

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Хвойная целлюлоза марки ХБ-1 была предо-

ставлена АО «Группа «ИЛИМ», филиал в г. Ко-
ряжма». 

Образец исходной гель-пленки БНЦ с влаж-
ностью 99% был получен с помощью симбиоти-
ческой культуры Medusomyces gisevii Sa-12 по 
методике [23] с масштабированием процесса 
согласно [24]. 

Получение композиционной бумаги из БНЦ и 
ХвЦ проводилось на приборной базе Инноваци-
онно-технологического центра «Современные 
технологии переработки биоресурсов Севера» 
Северного (Арктического) федерального универ-
ситета имени М.В. Ломоносова (ИТЦ СТПБС 
САФУ им. М.В. Ломоносова, г. Архангельск).  

Образцы композиционной бумаги были полу-
чены двумя методами:  

– метод № 1 заключался в выдерживании 
смеси БНЦ и ХвЦ без перемешивания в течение 
суток и последующем изготовлении образцов на 
листоотливном аппарате Rapid-Köthen (Австрия) 
с высушиванием в сушильной камере при темпе-
ратуре 100 ºС;  

– метод № 2 – в нанесении валиком суспен-
зии БНЦ на готовые отливки ХвЦ с двух сторон 
также с последующим высушиванием в сушиль-
ной камере при температуре 100 ºС.  

Определение прочностных и деформацион-
ных показателей композиционной бумаги прово-
дилось в ИТЦ СТПБС САФУ им. М.В. Ломоносо-
ва по стандартным методам [13]. 

Образцы композиционной бумаги из БНЦ и 
ХвЦ с соотношением компонентов в широком 
диапазоне, полученные методом № 2, исследо-
ваны с помощью растровой электронной микро-
скопии (РЭМ), ИК-спектроскопии. Были опреде-
лены их степень полимеризации (СП) и филь-
трующая способность по отношению к микроор-
ганизмам культуральной жидкости продуцента 
Medusomyces gisevii Sa-12. 

Морфология поверхности композиционной 
бумаги и исходной БНЦ изучалась методом РЭМ 
на сканирующем электронном микроскопе Jeol 
GSM 840 (Япония) после напыления Pt толщиной 
слоя 1–5 нм. 

ИК-спектроскопия образцов композиционной 
бумаги проводилась на спектрометре Инфралюм-
801 (Россия) в диапазоне частот 4000–500 см

-1
. 

Для съемки спектров прессовали таблетки в бро-
миде калия в соотношении с KBr 1:150.  

СП исходной ХвЦ, образцов композиционной 
бумаги и исходной БНЦ определялась методом, 
основанным на растворении навески образца в 
кадоксене и последующей вискозиметрии полу-
ченного раствора [25, 26]. Полуширина довери-
тельного интервала определена при уровне зна-
чимости 0,05 и составляет ±50. 

Фильтрующая способность шести образцов 
композиционной бумаги из БНЦ и ХвЦ с соотно-
шением компонентов 10:90, 30:70, 50:50, 60:40, 
70:30, 90:10 в сравнении с исходными ХвЦ и 
гель-пленкой БНЦ определялась вакуумной 
фильтрацией культуральной жидкости продуцен-
та Medusomyces gisevii Sa-12. Продуцент пред-
ставляет собой симбиотическую культуру, состо-
ящую из 8–10 родов уксуснокислых бактерий, 
среди которых наиболее значимым является 
Komagateibacter, и 15–30 родов дрожжей – Zygo-
saccharomyces, Candida, Kloeckera и др. (видо-
вой состав культуры детально приведен в рабо-
тах [27, 28]). Культуральная жидкость получена 
на полусинтетической питательной среде со-
гласно [26] при дозировке инокулята 10%, воз-
раст – 9 сут. Численность клеток определялась 
методом прямого подсчета с использованием ка-
меры Горяева (микроскоп Optika B-150, Италия).  

Получение БНЦ, исследование композиционной 
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бумаги методами РЭМ и ИК-спектроскопии, опреде-
ление СП и фильтрующей способности выполнено 
при использовании оборудования Бийского регио-
нального центра коллективного пользования СО 
РАН (Институт проблем химико-энергетических тех-
нологий СО РАН, г. Бийск, Россия). 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
В табл. 1 представлены результаты опреде-

ления прочности и деформативности образцов 
композиционной бумаги, полученной двумя ме-
тодами в соотношении БНЦ:ХвЦ 20:80, в срав-
нении с ХвЦ.  

Установлено, что при получении композици-
онной бумаги методом № 1 (суспензионный ме-
тод с выдержкой) добавка БНЦ приводит к изме-
нению показателей в пределах погрешности по 
сравнению с контролем, за исключением увели-
чения сопротивления раздиранию на 24% 
(930 мН против 745 мН) и жесткости при растя-
жении на 12% (510 кН/м против 455 кН/м). 

При использовании метода № 2 (с поверх-
ностным нанесением БНЦ на подготовленные 
отливки ХвЦ) установлен факт повышения ос-
новных показателей прочности: сопротивление 
раздиранию – на 37% (1090 против 795 мН), со-
противление продавливанию – на 17% (440 про-
тив 375 кПа). Деформационные показатели так-
же увеличиваются по сравнению с контролем: 
жесткость при растяжении – на 66% (736 против 
443 кН/м), работа разрушения – на 8 % (135,9 
против 125,7 Дж/м

2
), разрывная длина – на 4% 

(7870 против 7530 м). 
Полученные данные свидетельствуют о пре-

имуществе метода с поверхностным нанесением 
БНЦ на отливки из ХвЦ и согласуются с резуль-
татами исследований, представленными в рабо-
тах [3, 6, 9, 13], где добавление БНЦ в бумагу 
позволило увеличить прочностные и деформа-
ционные показатели. В литературе описано уве-
личение прочностных характеристик внесением 
волокон БНЦ в количестве до 20% в композицон-
ную бумагу, но отсутствуют результаты визуали-

зации процесса взаимодействия микро- и нано-
размерных волокон целлюлозы. Поэтому нами 
были исследованы методом РЭМ образцы бума-
ги, изготовленные в широком диапазоне соотно-
шения БНЦ и ХвЦ. Результаты приведены в 
табл. 2 в сравнении с РЭМ исходной БНЦ. Ис-
следование РЭМ было проведено при увеличении 
от 200 до 10000 раз (ранее нами было показано 
что структуру БНЦ необходимо фиксировать толь-
ко при увеличении не менее чем в 1000 раз [29]). 

На всех фотографиях наблюдается образо-
вание композиции из переплетенных нанораз-
мерных волокон БНЦ (ширина волокон от 20 до 
80 нм) и микроразмерных волокон ХвЦ (ширина 
волокон от 20 до 140 мкм). По мере увеличения 
содержания БНЦ от 10 до 90%, «паутинка» нано-
размерных волокон на фото при увеличении 
х1000 все заметнее визуализируется при микро-
скопировании. Тонко переплетенная сеть гладких 
волокон БНЦ [10] «заполняет» крупные поры в 
древесной целлюлозе, снижая в целом пористость 
композиционной бумаги. Фото с увеличением 
х10000 подтверждает наличие наноразмерных во-
локон БНЦ во всех образцах. Таким образом, мож-
но предположить, что видимое наполнение компо-
зиций ультратонкой трехмерной структурой БНЦ 
[5] может привести в целом к увеличению филь-
трующей способности. 

На рисунке представлены ИК-спектры образ-
цов композиционной бумаги из БНЦ и ХвЦ с раз-
личным соотношением компонентов.  

Сравнение ИК-спектров композиционной бу-
маги из БНЦ и ХвЦ с различным соотношением 
компонентов, представленных на рис. 1, позво-
ляет установить, что все образцы бумаги, неза-
висимо от процентного соотношения компонен-
тов, характеризуются близкими значениями ва-
лентных колебаний, соответствующих колебани-
ям целлюлозы [30], что свидетельствует об оди-
наковой целлюлозной структуре представленных 
образцов

1
 [4, 29–31]. Конкретно: полосы погло-

щения при 3434 см
-1

 обусловлены валентными 
колебания OH-групп, полосы поглощения при

 

Таблица 1. Показатели прочности и деформативности образцов композиционной бумаги 
 

Table 1. Strength and deformability indicators of composite paper samples 
 

Соотношение  
компонентов 

БНЦ:ХвЦ 

Степень 
помола, 

ºШР 

ρ, 
г/см3 

δ, 
мкм 

Прочностные  
показатели 

Деформационные показатели 

R, 
мН 

П, 
кПа 

St, 
кН/м 

TEA, 
Дж/м2 

L, 
м 

Метод № 1 

ХвЦ 
32 

0,718 96,5 745 380 455 116,2 7600 
БНЦ:ХвЦ (20:80) 0,706 108,3 930 400 510 106,0 7450 

Метод № 2 

ХвЦ 
37 

0,629 109,3 795 375 443 125,7 7530 

БНЦ:ХвЦ (20:80) 0,772 125,0 1090 440 736 135,9 7870 

Примечание. ρ – плотность; δ – средняя толщина; R – сопротивление раздиранию; П – сопротивление про-
давливанию; St – жесткость при растяжении; TEA – работа разрушения; L – разрывная длина. 
 

   

1
Новый справочник химика и технолога. Сырье и продукты промышленности органических и неорга-

нических веществ. Ч. II. Спб.: АНО НПО «Профессионал», 2005, 2007. 1142 с. 
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Таблица 2. Фотографии РЭМ образцов композиционной бумаги из бактериальной наноцеллюлозы  

и хвойной целлюлозы с различным соотношением компонентов и исходной бактериальной наноцеллюлозе  
 

Table 1. SEM photographs of composite paper from bacterial nanocellulose and coniferous cellulose  

with different components ratio and original bacterial nanocellulose  
 

Соотношение БНЦ и ХвЦ Увеличение x1000 Увеличение x10000 

10:90 

  

30:70 

  

50:50 

  

60:40 

  

70:30 

  

90:10 

  

Исходная БНЦ 

  

Примечание. Фотографии РЭМ образца композиционной бумаги с соотношением БНЦ:ХвЦ 10:90 представле-
ны при увеличении x1000 и x5000. 
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ИК-спектры образцов композиционной бумаги из бактериальной наноцеллюлозы и хвойной целлюлозы  
с соотношением компонентов 10:90, 30:70, 50:50, 60:40, 70:30, 90:10 

 

IR spectra of composite paper samples from bacterial nanocellulose and coniferous cellulose 
with components ratio 10:90, 30:70, 50:50, 60:40, 70:30, 90:10 

 
2894 см

-1
 – валентными колебаниями CH2, CH-

групп. Полосы поглощения при 1634 см
-1

 харак-
теризуют деформационные колебания OH-групп 
прочно связанной воды. Полосы поглощения в 
области 1432–1369 см

-1 
указывают на деформа-

ционные колебания CH2, CH-групп. Полосы по-
глощения в области 1318 см

-1 
указывают на де-

формационные колебания первичной спиртовой 
группы ОН, в области 1280 см

-1
 – на деформаци-

онные колебания спиртовой группы CH2, в обла-
сти 1163 см

-1 
– на валентные колебания спирто-

вых групп C–O–C и C–O. Полосы поглощения при 
896 см

-1 
подтверждают наличие β-1,4-гликозидных 

связей между молекулами глюкозы. Полученные 
результаты соответствуют опубликованным дан-
ным БНЦ [4].  

Значения СП для исходных компонентов и 
образцов композиционных бумаг приведены в 
табл. 3. 

Значения СП исходных компонентов – БНЦ 
(4900) и ХвЦ (1350), отличаются в 3,6 раза, по-
этому смешение компонентов с самого малого 
соотношения (10:90) приводит к увеличению СП 
от 1350 до 1700. Далее наблюдается значитель-
ный рост значений СП в соответствии с увеличе-
нием содержания БНЦ в композиционной бумаге. 
Наличие необходимого количества БНЦ позво-
лило получить композиции с долей БНЦ 70 и 90, 
степень полимеризации которых составила 3800 
и 4500, что больше СП исходной ХвЦ в 2,8 и 3,3 
раза соответственно. Данные ИК-спектроскопии 
об одинаковой целлюлозной структуре исследо-
ванных образцов бумаги и установление изме-
нения в них СП в соответствии с увеличением 

доли БНЦ подтверждают образование компози-
ционной бумаги из двух видов целлюлозы.  

 
Таблица 3. Степень полимеризации исходных  

компонентов и образцов композиционной бумаги  
с различным соотношением бактериальной  
наноцеллюлозы и хвойной целлюлозы 
 

Table 3. Degree of polymerization of the initial  

components and composite paper with different ratios  
of bacterial nanocellulose and coniferous cellulose 
 

Соотношение 
БНЦ и ХвЦ 

Степень  
полимеризации 

Исходная ХвЦ 1350 

10:90 1700 

30:70 2400 

50:50 3150 

60:40 3500 

70:30 3800 

90:10 4500 

Исходная БНЦ 4900 

 
Результаты оценки фильтрующей способности 

исходной ХвЦ, образцов композиционной бумаги и 
исходной гель-пленки БНЦ по отношению к микро-
организмам в культуральной жидкости, содержа-
щей дрожжевые клетки (8,5 млн КОЕ/мл) и уксус-
нокислые бактерии (18,0 млн КОЕ/мл), приведены 
в табл. 4. 

Как следует из данных, представленных в 
табл. 4, ХвЦ обладает крайне низкой фильтрую-
щей способностью в отношении уксуснокислых 
бактерий – задерживает только 6%, но отделяет 
47% дрожжевых клеток.  
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Таблица. 4. Фильтрующая способность образца хвойной целлюлозы, образцов композиционной бумаги  

и исходной гель-пленки бактериальной наноцеллюлозы 
 

Table 4. Filtration capacity of coniferous cellulose, composite paper  

and the initial bacterial nanocellulose gel film 
 

Образец 
Количество микроорганизмов, млн КОЕ/мл 

дрожжевые клетки уксуснокислые бактерии 

До фильтрации 8,5 18,0 

После фильтрации на фильтре 

Исходная ХвЦ 4,5 17,1 
БНЦ:ХвЦ 10:90 2,3 16,2 
БНЦ:ХвЦ 30:70 0,5 8,4 
БНЦ:ХвЦ 50:50 0,2 6,2 
БНЦ:ХвЦ 60:40 0,1 3,6 
БНЦ:ХвЦ 70:30 0,0 1,7 
БНЦ:ХвЦ 90:10 0,0 0,5 
Исходная гель-пленка БНЦ 0,0 0,0 

 
Известно, что для достижения эффективного 

фильтрования (удерживания) микроорганизмов 
необходимо, чтобы размер пор фильтра был 
меньше, чем размер микроорганизмов. По литера-
турным данным [4], размер пор БНЦ имеет широ-
кий диапазон, например, 12–24 нм (метод БЭТ), от 
10 до 430 нм (РЭМ). Дрожжи разных родов могут 
иметь 1,0–5,0 мкм в диаметре и 1,0–10,0 мкм в 
длину, а размер уксуснокислых бактерий – от 0,6 
до 0,8 мкм в диаметре и от 1,0 до 7,0 мкм в длину 
[32]. В отличие от крупнопористой хвойной целлю-
лозы БНЦ можно назвать нанопористым материа-
лом, поэтому размер пор БНЦ достаточен для 
удержания этих микроорганизмов. 

Добавление всего лишь 10% БНЦ в компози-
ционную бумагу увеличивает фильтрующую спо-
собность по отношению к дрожжевым клеткам в 
2,0 раза, по отношению к уксуснокислым бактери-
ям – только в 1,1 раза в сравнении с ХвЦ. Это свя-
зано с размерами и формой клеток: дрожжевые 
клетки крупнее, чем клетки уксуснокислых бакте-
рий, и имеют сфероидальную или эллипсоидаль-
ную форму, уксуснокислые бактерии – это мелкие 
палочки. При повышении доли БНЦ в образцах 
композиционной бумаги улучшается фильтрующая 
способность образцов. Полученные результаты 
хорошо коррелируют с данными РЭМ (см. рису-
нок), демонстрирующими «уплотнение» простран-
ства композиционной бумаги при повышении доли 
наноразмерных волокон БНЦ в образцах [5]. Пол-
ное удерживание дрожжей достигается при содер-
жании БНЦ в композиционной бумаге 70%, полное 
удерживание уксуснокислых бактерий достигается 
только при использовании в качестве фильтрую-
щего материала исходных гель-пленок БНЦ.  

 
ВЫВОДЫ 
На основании результатов определения 

прочностных и деформационных характеристик 
образцов композиционной бумаги, изготовлен-
ных из БНЦ и ХвЦ в соотношении 20:80 двумя 
методами: суспензионным с выдержкой и с по-
верхностным нанесением БНЦ на отливки ХвЦ, 
выбран последний метод в связи с более высо-

кими значениями прочности и деформации. 
Установлен факт повышения основных показа-
телей прочности: сопротивление раздиранию – 
на 37% (1090 против 795 мН), сопротивление 
продавливанию – на 17% (440 против 375 кПа), и 
деформационных показателей: жесткость при 
растяжении – на 66% (736 против 443 кН/м), ра-
бота разрушения – на 8% (135,9 против 
125,7 Дж/м

2
), разрывная длина – на 4% (7870 

против 7530 м). 
Методом с поверхностным нанесением БНЦ 

на отливки ХвЦ получены образцы композицион-
ной бумаги в широком диапазоне соотношения 
БНЦ и ХвЦ: 10:90, 30:70, 50:50, 60:40, 70:30, 
90:10. Результаты РЭМ подтверждают, что все 
образованные композиции состоят из перепле-
тенных наноразмерных волокон БНЦ и микро-
размерных волокон ХвЦ. Наблюдается увеличе-
ние доли сетчатых наноразмерных фрагментов 
по мере повышения доли БНЦ в композициях.  

Методом ИК-спектроскопии показано сход-
ство валентных колебаний для всех образцов 
композиционной бумаги и соответствие валент-
ным колебаниям целлюлозы, что подтверждает 
их целлюлозную структуру. 

По результатам определения СП целлюлозы 
в образцах композиционной бумаги установлено, 
что возрастание значений СП прямо пропорцио-
нально увеличению доли БНЦ в образцах. 

Изучена фильтрующая способность образцов 
композиционной бумаги по отношению к микро-
организмам культуральной жидкости продуцента 
Medusomyces gisevii Sa-12 в сравнении с исход-
ными ХвЦ и гель-пленкой БНЦ. Установлено, что 
добавление 10% БНЦ в композиционную бумагу 
увеличивает фильтрующую способность по от-
ношению к дрожжевым клеткам в 2,0 раза, по 
отношению к уксуснокислым бактериям – в 1,1 
раза в сравнении с исходной ХвЦ. Полное удер-
живание дрожжей достигается при содержании в 
композиционной бумаге 70% БНЦ, при этом 10% 
уксуснокислых бактерий проходят через компо-
зицию. При использовании в качестве фильтру-
ющего материала исходной гель-пленки БНЦ 
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достигается полное удерживание всех микроор-
ганизмов культуральной жидкости. Представ-
ленные свойства нового материала (композици-

онной бумаги из БНЦ и ХвЦ) обуславливают 
перспективы его использования для фильтрова-
ния микроорганизмов. 
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Резюме: Существующие методы утилизации технологических жидкостей, используемых при 
строительстве нефтяных и газовых скважин (химическая нейтрализация отработанных рас-
творов, термический метод, загущение), несмотря на их эффективность, зачастую являются 
дорогостоящими и неэкологичными. Базидиальные грибы являются природными деструкторами-
ксилотрофами, перерабатывающими лигноцеллюлозный субстрат – один из самых устойчивых 
биополимеров в природе. Перспективы применения ферментных препаратов на основе бази-
диальных грибов в качестве биодеструкторов органических веществ особенно очевидны в связи с 
высокотехнологичностью и безотходностью их производства. Цель работы заключалась в полу-
чении ферментного препарата на основе штамма базидиального гриба Trametes hirsute MT-17.24 
и исследовании его способности к биодеструкции полианионной целлюлозы, применяемой в каче-
стве структурообразователя технологических жидкостей в процессе строительства и ремон-
та нефтяных и газовых скважин. Проведен скрининг целлюлазной активности штаммов: Fomitopsis 
pinicola MT-5.21, Fomes fomentarius MT-4.05, Lactarius necator, Schizophyllum commune MT-33.01, Trametes 
versicolor It-1, Trametes hirsute MT-17.24, Trametes hirsuta MT-24.24. Для получения ферментного 
препарата был выбран штамм T. hirsuta MT-17.24, продемонстрировавший наиболее высокий ко-
эффициент целлюлазной активности – 10,9. Подобрана среда для твердофазного культивирова-
ния данного штамма. Ферментативная активность ферментного препарата была изучена на 
модельной буровой технологической жидкости. В ходе 10-часового эксперимента было зафикси-
ровано, что при использовании 1%-го ферментного препарата пластическая вязкость техноло-
гической жидкости снижается с 16 до 8 мПа·с. По результатам проведенной работы можно сде-
лать однозначный вывод об эффективности применения ферментного препарата на основе ба-
зидиальных грибов в качестве биодеструктора полианианионной целлюлозы. 
 

Ключевые слова: базидиальные грибы, полианионная целлюлоза, ферменты, буровая технологи-
ческая жидкость, биодеструкция 
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Abstract: Despite their efficiency, existing methods to dispose of drilling fluids used in the construction of oil 
and gas wells (chemical treatment of spent solutions, thermal method, thickening) are often expensive and 
unsustainable. Basidiomycota are natural xylotroph destructors that process lignocellulosic substrate – one 
of the most stable biopolymers in nature. Prospects for using enzyme preparations based on Basidiomycota 
as biodestructors of organic substances are evident due to the high efficiency and zero-waste production. 
The aim was to obtain an enzyme preparation based on the Trametes hirsute MT-17.24 Basidiomycota 
strain and evaluate its ability to biodegrade polyanionic cellulose, used as a viscosifier for drilling fluids in 
the construction and repair of oil and gas wells. Screening of cellulase activity of the following strains was 
carried out: Fomitopsis pinicola MT-5.21, Fomes fomentarius MT-4.05, Lactarius necator, Schizophyllum 
commune MT-33.01, Trametes versicolor It-1, Trametes hirsute MT-17.24, Trametes hirsuta MT-24.24. To 
obtain the enzyme preparation, the T. hirsuta MT-17.24 strain was selected, which demonstrated the hig-
hest coefficient of cellulase activity (10.9). A medium for solid-phase cultivation of this strain was selected. 
Enzymatic activity of the enzyme preparation was studied on a model drilling fluid. A 10-hour experiment 
showed that the use of a 1% enzyme preparation leads to a decrease in the plastic viscosity of the drilling 
fluid from 16 to 8 mPa·s. The research results demonstrate the efficiency of enzyme preparations based on 
Basidiomycota in the biodestruction of polyanionic cellulose. 
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ВВЕДЕНИЕ 
В современных условиях недропользования 

наибольшее техногенное воздействие в процес-
се строительства нефтяных и газовых скважин 
оказывается на природные экосистемы на тер-
риториях складирования отходов бурения. В 
Российской Федерации ежегодно объем отходов 
бурения возрастает в среднем на 6% и в 2021 г., 
по оценке ООО «АТ Консалтинг», приблизится к 
отметке 4,7 млн м

3
 в год. Связано это с большим 

разнообразием материалов и реагентов, приме-
няемых при строительстве скважин, с крупно-
тоннажным характером образования таких отхо-
дов, а также несовершенством существующих 
технологий их регенерации и утилизации. Со-
гласно законодательству Российской Федера-
ции, отходы бурения складируются на срок не 
более 11 месяцев в целях их дальнейшей пере-
работки, утилизации, обезвреживания

1,2
. Поэто-

му в комплексе мер, направленных на повыше-
ние уровня экологической безопасности процес-
са строительства скважин, решающее значение 
имеет утилизация отходов бурения. 

Утилизация огромного количества содержи-
мого буровых шламонакопителей требует раз-
работки новых биопрепаратов, интенсифициру-
ющих деструкцию органических компонентов 
буровых жидкостей для возможности дальней-
шего использования, захоронения отходов бу-
рения и рекультивации нарушенных земель. 

В настоящее время в рецептурах современ-
ных буровых промывочных жидкостей широко 
используются высокозамещенные (степень за-
мещения более 0,9) карбоксиметилированные 
производные целлюлозы – различные виды по-
лианионной целлюлозы (ПАЦ) (рис. 1). Вслед-
ствие большого количества и равномерного рас-
пределения функциональных групп ПАЦ обла-
дает свойствами хорошего электролита в вод-
ных растворах, что определяет особенности ее 
использования в буровых системах с улучшен-
ными характеристиками по фильтрации, соле-
стойкости, устойчивости к повышенным темпе-
ратурам и биоразложению. Буровые отходы, 
содержащие модифицированные полисахариды 
различной природы, в том числе ПАЦ, более 

   

1
Об отходах производства и потребления: федер. закон РФ от 24.06.1998 г. № 89-ФЗ (с изменениями 

и дополнениями). 
2
ПНСТ 472-2020. Ресурсосбережение. Обращение с отходами. Общие требования по обращению с 

отходами бурения: предварительный национальный стандарт РФ; утв. и введен в действие приказом 
Федерального агентства по техническому регулированию и метрологии от 27.10.2020 г. № 86-пнст. 
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экологичны и безопасны, чем  нефтесодержа-
щий буровой шлам. Однако сложность обезвожи-
вания такого рода отходов, проблемы с седимен-
тацией твердой фазы и достижением удовлетво-
рительной деструкции полимерсодержащих ком-
понентов в случае получения на основе этого ма-
териала вторичных продуктов приводят к пробле-
мам в утилизации бурового шлама [1–4].  

 

 
 

Рис. 1. Строение молекулы полианионной целлюлозы 
 

Fig. 1. Structure of the polyanionic cellulose molecule 

 
Химический метод утилизации эфиров цел-

люлозы в составе буровых шламов предполага-
ет использование минеральных кислот, что не 
удовлетворяет требованиям экологической без-
опасности, в то же время естественное био-
разложение современных модифицированных 
эфиров целлюлозы в присутствии биоцидов мо-
жет протекать в течение нескольких лет. Наибо-
лее предпочтительна биологическая деструкция 
эфиров целлюлозы, обусловленная фермента-
тивной активностью отдельных групп микроор-
ганизмов, использующих эти реагенты в каче-
стве источников питания. Согласно данным, 
представленным в работах [5–13], фермента-
тивная деструкция осуществляется в результате 
действия комплекса целлюлаз, собранных в по-
лиферментные системы, состоящие из экзо- и 
эндоферментов.  

Из вышесказанного следует, что существует 
необходимость индивидуального подбора усло-
вий культивирования различного рода штаммов 
микроорганизмов и грибов с целью получения 
эффективного ферментного препарата для реа-
лизации экологически безопасной процедуры 
утилизации эфиров целлюлозы – компонентов 
буровых технологических жидкостей. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Объекты исследования – штаммы из коллек-

ции базидиальных грибов лаборатории микотех-
нологии для нефтегазовой отрасти Российского 
государственного университета нефти и газа 
(НИУ) им. И.М. Губкина: F. pinicola MT-5.21, 
F. fomentarius MT-4.05, L. necator, S. commune 
MT-33.01, T. hirsuta MT-17.24, T. hirsuta MT-24.24 
и T. versicolor It-1 из коллекции "Базидиальные 
грибы съедобные и биотехнологически значимые" 
кафедры микологии и альгологии Московского гос-

ударственного университета им. М.В. Ломоносова. 
Ранее эти штаммы показали свою эффективность 
в процессах биодеструкции полисахаридов [8 ,11]. 
Оценку целлюлазной активности штаммов прово-
дили на чашках Петри с КМЦ-агаром (г/л: NaNO3 – 
2,0; K2HPO4 – 1,0; MgSO4 – 0,5; KCl – 0,5; пептон – 
0,2; АлПАЦ-НВ – 2,0; агар – 17,0) с последующим 
заливанием чашек разбавленным дистилиро-
ванной водой раствором Люголя (20:1) спустя  
5 суток культивирования [14]. Ферментативную 
активность оценивали по диаметру зоны про-
светления вокруг колонии штамма. Коэффици-
ент ферментативной активности вычисляли по 
формуле [15]:  

 

зоны просветления колонии

колонии

   
А ,

S S

S


  

 
где А  – коэффициент ферментативной активно-

сти; зоны просветленияS  – площадь неокрашенного 

участка вокруг мицелия; 
колонииS  – площадь, за-

нимаемая мицелием гриба. 
Для повышения выхода биомассы проводили 

оптимизацию состава питательной среды с по-
мощью метода математического планирования 
эксперимента [16]. На первом этапе оптимиза-
ции были исследованы трофические потребно-
сти базидиальных грибов. Варьировались раз-
личные сочетания источников углерода (глюко-
за, подсолнечное масло и сусло) и азота (соевая 
мука, кукурузный экстракт и пептон), минераль-
ный фон (MgSO4·7H2O (0,25 г/л) и K2HPO4 
(2,5 г/л)) оставался без изменений. В каждый 
вариант питательный среды вводили ПАЦ в со-
отношении 1:1 с источником углерода. На вто-
ром этапе оптимизации проводили полный фак-
торный эксперимент (ПФЭ) с целью получения 
наибольшего количества биомассы путем изме-
нения концентрации источников питания. ПФЭ 
был проведен для трех факторов: соевая мука 
(источник азота, ООО «Сойка», Россия), ПАЦ 
(АлПАЦ Экстра НВ, ООО «БИА-ХИМ», Россия) и 
подсолнечное масло (источники углерода, Бла-
го, ООО «Компания “Благо”», Россия) на трех 
уровнях: максимальном (15 г/л), среднем (10 г/л) 
и минимальном (5 г/л), число комбинаций варьи-
руемых факторов составило 3

3
. Варианты с ми-

нимальным содержанием ПАЦ не были включе-
ны в эксперимент, так как это противоречило 
основной цели эксперимента по эффективной 
утилизации полисахарида.  

Получение ферментного препарата прово-
дили методом твердофазного культивирования 
штамма T. hirsuta MT-17.24 как имеющего 
наибольшую ферментативную активность. За-
тем обросший мицелием гриба субстрат высу-
шивали и измельчали до получения мелкодис-
персного порошка, который использовали в 
дальнейших исследованиях в качестве фер-
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ментного препарата.  
Определение активности ферментного пре-

парата проводили косвенно по концентрации 
продуктов деструкции субстрата глюкозоокси-
дазно-пероксидазным методом [17], используя 
тест-систему «Фотоглюкоза» (Импакт, РФ) и 
ДНС-методом, заключающимся в количествен-
ном определении суммы редуцирующих (вос-
станавливающих) сахаров [18]. Содержание как 
глюкозы, так и редуцирующих сахаров, образу-
ющихся в результате ферментативной реакции, 
определяли колориметрическим методом отно-
сительно калибровочных растворов и рассчиты-
вали по градуировочному графику, построенно-
му по стандартным растворам глюкозы для обе-
их методик [18, 19]. 

Эффективность ферментных препаратов ис-
следовали на растворе ПАЦ (15 г/л) с минерали-
зацией NaCl (или KCl) (50 г/л) и модельной тех-
нологической жидкости следующего состава, г/л: 
ПАЦ – 5–7; ксантановая камедь – 1–5; NaCl (или 
KCl) – 50. В качестве базового состава модель-
ного бурового технологического раствора приня-
та модель промывочной жидкости на основе по-
лисахаридных структурообразователей. Изме-
нение вязкости исследуемых растворов изуча-
лось с использованием ротационного вискози-
метра Fann 35-SA (Fann Instrument Company, 
США) при скорости перемешивания 300 об./мин. 
Погрешность измерения вязкости в температур-
ном диапазоне 20–27 ºС составила 1–2 мПа·с. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
При исследовании целлюлазной активности 

ПАЦ выступала в качестве единственного ис-
точника углерода, что позволило достоверно 
судить о наличии/отсутствии целлюлазной ак-
тивности исследуемых штаммов по отношению к 
ПАЦ. Коэффициент целлюлазной активности, 
превышающий значение 1, был обнаружен у 
штаммов L. necator, T. hirsuta MT-17.24, F. fo-
mentarius MT-4.05, F. pinicola MT-5.21, T. versi-
color It-1 (табл. 1). Для дальнейшей работы был 
выбран наиболее активный штамм – T. hirsuta 
MT-17.24, продемонстрировавший значительную 
зону просветления (41,7±2,1 мм) и высокий ко-

эффициент целлюлазной активности (10,9).  
Результаты эксперимента по определению 

трофических потребностей (рис. 2) показали, что 
оптимальными для дальнейших исследований 
являлись среды с подсолнечным маслом, сое-
вой мукой и полианионной целлюлозой, так как 
при использовании данных компонентов в со-
ставе питательной среды выход биомассы был 
наибольшим. 

 

 
 

Рис. 2. Исследование трофических потребностей  
штамма T. hirsuta MT-17.24 (состав сред: 1 – глюкоза +  
+ соевая мука; 2 – глюкоза + кукурузный экстракт;  
3 – глюкоза + пептон; 4 – подсолнечное масло + соевая 
мука; 5 – подсолнечное масло + кукурузный экстракт;  
6 – подсолнечное масло + пептон; 7 – сусло + соевая 
мука; 8 – сусло + кукурузный экстракт; 9 – сусло + пептон) 
 

Fig. 2. Study of trophic needs of T. hirsuta strain MT-17.24 
(composition of media: 1 – glucose + soy flour; 2 – glucose + 
+ corn extract; 3 – glucose + peptone; 4 – sunflower oil + soy 
flour; 5 – sunflower oil + corn extract; 6 – sunflower oil +  
+ peptone; 7 – wort + soy flour; 8 – wort + corn extract;  
9 – wort + peptone) 

 
Результаты ПФЭ (табл. 2) показали, что 

наибольший выход биомассы (19,7±2,7 г) был 
получен на среде, в состав которой входили, г/л: 
соевая мука – 15; подсолнечное масло – 15; по-
лианионная целлюлоза – 15; минеральные соли 
– MgSO4·7H2O (0,25) и K2HPO4 (2,5).  

Для оценки скорости роста штамма T. hirsuta 
MT-17.24 при твердофазном культивировании 
были подобраны субстраты, характеристика ко-
торых приведена в табл. 3.  

 
Таблица 1. Коэффициенты целлюлазной активности исследуемых штаммов базидиальных грибов  
 

Table 1. Сellulase activity coefficients of the studied basidiomycete strains 
 

Штамм 
Диаметр зоны  

просветления, мм 
Диаметр 

колонии, мм 

Коэффициент  
ферментативной  

активности 

T. hirsuta MT-24.24 47,3±4,2 40,0±2,6 0,4±0,1 
L. necator 14,3±5,7 7,7±3,5 2,7±0,6 
T. hirsuta MT-17.24 41,7±2,1 16,0±5,3 10,9±2,4 
S. commune MT-33.01 44,0±2,6 35,3±4,0 0,6±0,4 
F. fomentarius MT-4.05 30,0±5,6 14,3±2,1 3,5±1,2 
F. pinicola MT-5.21 24,3±1,5 7,3±1,5 6,9±1,6 
T. versicolor It-1 46,0±1,0 18,3±4,6 4,9±1,7 
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Таблица 2. Результаты реализации полного факторного эксперимента 
 

Table 2.  Implementation of the full factorial experiment 
 

Номер среды X1 (соевая мука) X2 (масло) X3 (ПАЦ) Среднее значение, г/л 

1 + + + 19,7±2,7 
2 + 0 + 10,6±0,1 
3 + - + 8,8±0,3 
4 + + 0 13,8±1,1 
7 + 0 0 11,1±0,01 
8 + - 0 4,6±0,8 

10 - + + 10,7±1,9 
11 - 0 + 9,1±1,0 
12 - - + 4,1±0,8 
13 - + 0 13,4±0,5 
16 - 0 0 9,3±0,6 
17 - - 0 5,9±1,5 
19 0 + + 11,9±0,4 
20 0 0 + 9,3±0,04 
21 0 - + 4,9±0,4 
22 0 + 0 14,5±1,6 
25 0 0 0 9,1±1,3 
26 0 - 0 4,6±1,6 
28 + Нет 0 2,2±0,1 
29 0 Нет 0 2,0±0,3 
30 - Нет 0 1,9±0,5 

 
Таблица 3. Характеристика субстратов, использованных для исследования скорости роста штамма  
T. hirsuta MT-17.24 при твердофазном культивировании 
 

Table 3. Characteristics of substrates used to study the growth rate  

of T. hirsuta MT-17.24 in solid-phase cultivation 
 

Субстрат Характеристика Источник 

Отруби пшеничные 
Твердые оболочки пшеничных зёрен, оставшиеся  
после отделения от ядра зерна 

Побочный продукт мукомольного 
производства 

Жмых  
подсолнечника 

Твердый остаток после отжима масла 
из семян подсолнечника 

Побочный продукт  
маслоэкстракционной  
промышленности 

Жом свекловичный Экстрагированная сечка сахарной свеклы 
Отход свеклосахарной  
промышленности 

Шрот соевый 
Остаток семян сои, получаемый в процессе отделения 
масличной части семян от твердой 

Побочный продукт  
маслоэкстракционной  
промышленности 

Дробина пивная 
Остаток после варки дроблёного ячменя 
и экстрагирования сусла; содержит частицы ядер  
и оболочки зёрен 

Отход пивной промышленности 

 
После засева субстратов штаммом T. hirsuta 

MT-17.24 оценивали скорость роста в течение 
30-ти суток (рис. 3). Наибольшая скорость ро-
ста отмечена на пшеничных отрубях и пивной 
дробине: полное зарастание столбика субстра-
та происходило на 17-е и 18-е сутки культиви-
рования соответственно. Эти два субстрата 
были использованы для получения ферментно-
го препарата. При изучении эффективности 
действия ферментных препаратов, полученных 
на разных субстратах, наибольший количе-
ственный выход глюкозы наблюдался при ис-
пользовании ферментного препарата на основе 
пшеничных отрубей в выбранной для данного 
исследования максимальной концентрации – 
1% (рис. 4). Использование ферментных пре-
паратов на основе выбранных субстратов в 
концентрациях ниже 1% не позволило получить 
приемлемые результаты. 

 

 
 

Рис. 3. Динамика роста штамма базидиального гриба  
T. hirsuta MT-17.24 при твердофазном культивировании: 
1 – отруби пшеничные; 2 – дробина пивная;  
3 – шрот соевый; 4 – жом свекловичный;  
5 – жмых подсолнечника 
 

Fig. 3. Dynamics of basidiomycete fungus of T. hirsuta  
MT-17.24 growth at solid-phase cultivation: 1 – wheat bran;  
2 – brewer's grain; 3 – soybean meal; 4 – beet pulp;  
5 – sunflower cake 
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Рис. 4.  Изменение концентрации глюкозы  
при ферментативной деградации ПАЦ:  
1 – фермент/пшеничные отруби;  
2 – фермент/пивная дробина 
 

Fig. 4. Change in glucose concentration during degradation  
of polyanionic cellulose:  
1 – ferment/wheat bran;  
2 – ferment/brewer's grain 

 

Исследовалось влияние 1%-го ферментного 
препарата, полученного на основе пшеничных 
отрубей, на биодеструкцию растворов с разной 
концентрацией ПАЦ (5 и 15 г/л). По результатам 
исследования определено, что при увеличении 
концентрации ПАЦ с 5 до 15 г/л скорость накоп-
ления редуцирующих сахаров под действием 
фермента возрастает в 4,3 раза (рис. 5). 

 

 
 

Рис. 5. Изменение концентрации редуцирующих сахаров  
в растворе ПАЦ:  
1 – раствор ПАЦ (15 г/л);  
2 – раствор ПАЦ (5 г/л) 
 

Fig. 5. Change of the reducing sugars concentration  
in polyanionic cellulose solution:  
1 – polyanionic cellulose solution (15 g/l);  
2 – polyanionic cellulose solution (5 g/l) 

 

На рис. 6 приведены результаты исследова-
ния ферментативного изменения пластической 
вязкости в минерализованных (NaCl (или KCl) 
50 г/л) и неминерализованных модельных сме-
сях полимеров – модельных технологических 
жидкостях (ПАЦ – 5 г/л, ксантановая камедь – 
3 г/л) и растворах ПАЦ (15 г/л). Эффективность 
действия ферментного препарата определялась 
снижением пластической вязкости с течением 
времени. Для изучаемых растворов было пока-
зано, что вязкость раствора начинает снижаться 
при введении фермента уже через несколько 
минут, а через несколько часов уменьшается 
кратно, при этом минерализация исследуемых 
жидкостей в условиях эксперимента не оказыва-

ла значительного влияния на исследуемые за-
висимости. В контрольных экспериментах сниже-
ния вязкости полимерных растворов не наблюда-
лось. В условиях 10-часового эксперимента 
наблюдали снижение вязкости минерализованного 
раствора ПАЦ с 15 до 2 мПа·с и вязкости мине-
рализованной модельной технологической жид-
кости с 16 до 8 мПа·с.  

 

 
 

Рис. 6. Изменение показателя пластической вязкости  
в присутствии 1%-го ферментного препарата:  
1 и 1’ – минерализованная и неминерализованная  
модельная технологическая жидкость;  
2 и 2’ – минерализованный и неминерализованный  
раствор ПАЦ  
 

Fig. 6. Change in the plastic viscosity index in the presence 
of 1 wt% of enzyme preparation:  
1 and 1' – mineralized and non-mineralized model  
drilling fluid;  
2 and 2' – mineralized and non-mineralized  
polyanionic cellulose solution 

 
Дальнейшее изучение изменения вязкости 

минерализованной модельной технологической 
жидкости в течение нескольких суток показало, 
что вязкость раствора не изменялась и по исте-
чении 3-х суток ее значение осталось на уровне 
8 мПа·с. Снижение пластической вязкости мо-
дельной смеси полимеров до постоянного зна-
чения можно объяснить отсутствием достаточ-
ной ферментативной активности в отношении 
ксантановой камеди.  

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
В результате исследований подобрана пита-

тельная среда для культивирования штамма 
T. hirsuta MT-17.24 следующего состава: соевая 
мука (15 г/л), подсолнечное масло (15 г/л), полиа-
нионная целлюлоза (15 г/л) и минеральные соли – 
MgSO4·7H2O (0,25 г/л) и K2HPO4 (2,5 г/л). Культи-
вирование на данной среде обеспечило выход 
биомассы в количестве 19,7 г/л. Ферментный пре-
парат получен путем твердофазного культивирова-
ния штамма базидиального гриба T. hirsuta MT-
17.24, в качестве твердого субстрата выбраны 
пшеничные отруби.  

Установлена эффективность ферментного 
препарата на основе штамма базидиального 
гриба T. hirsuta MT-17.24 в биодеструкции ПАЦ – 
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компонента технологических жидкостей, приме-
няемых в процессе строительства и ремонта 
нефтяных и газовых скважин. Ферментативная 
активность полученного препарата была изучена 
на модельной буровой технологической жидко-
сти. Показано, что биодеструкция раствора ПАЦ 
концентрацией 15 г/л начинается уже через не-
сколько минут после введения 1% масс. фер-
ментного препарата, по прошествии 10 ч вяз-

кость раствора снижается в 7,5 раз, в то время 
как вязкость модельной буровой жидкости сни-
жается до определенного значения, что может 
объясняться незначительной ферментной ак-
тивностью препарата в отношении ксантановой 
камеди – компонента модельной смеси, при 
этом минерализация изучаемых растворов в 
условиях эксперимента не оказывала значи-
тельного влияния на исследуемые зависимости.  
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Резюме: На примере нефтяных дорожных битумов марок БНД 100/130, БНД 130/200 и БНД 70/100 
проведено исследование трансформации нефтяных дисперсных систем в условиях различных ло-
гистических схем эксплуатации. В результате проведенных исследований определено влияние 
условий хранения дорожных битумов различных марок на их физико-механические свойства и груп-
повой углеводородный состав в процессе транспортировки от производителя к потребителю. 
Установлено, что изменение физико-механических свойств дорожных битумов при высокотемпе-
ратурном хранении связано с переменами группового углеводородного состава вследствие авто-
окисления углеводородов и дестабилизации коллоидной структуры дисперсных систем. Опреде-
лены условия хранения битума с минимальным изменением показателей его качества. Установ-
лено, что хранение битума при атмосферных условиях позволяет сохранить его первоначальные 
свойства без существенных изменений. Доказано, что продувка азотом значительно снижает 
влияние гомолитических процессов, приводящих к трансформации нефтяных дисперсных систем 
в процессе дальнейшей транспортировки от производителя к потребителю. Экспериментально 
подтверждено, что из всех основных физико-механических свойств битума наиболее чувстви-
тельным показателем является «глубина проникновения иглы», в то время как часто используе-
мый для контроля качества битума показатель «температура размягчения» является инерцион-
ным. Выведено уравнение для определения изменения пенетрации от продолжительности хране-
ния битума. Установлено, что каждый час при хранении дорожного битума при температуре 
180 ºС показатель глубины проникновения иглы при 25 º снижается на 0,8 ед. Определены органи-
зационные и технические мероприятия для обеспечения стабильности качества дорожных биту-
мов при производстве, хранении и транспортировке до потребителей.  
 

Ключевые слова: дорожные битумы, нефтяные дисперсные системы, групповой углеводородный 
состав, хранение битумов, глубина проникновения иглы, температура размягчения 
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Abstract: Using the example of oil road bitumen grades BND 100/130, BND 130/200 and BND 70/100, this 
article studies the transformation of oil dispersed systems under various logistic schemes of operation. This 
research focuses on the influence of the conditions for storing road bitumens of different grades on their 
physical and mechanical properties and group hydrocarbon composition during transportation from the ma-
nufacturer to the consumer. The results show that a change in the physical and mechanical properties of 
road bitumens during high-temperature storage is related to the changes in the group hydrocarbon composi-
tion due to the hydrocarbons autooxidation and destabilization of the colloidal structure of dispersal systems. 
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The conditions for storing bitumen with a minimum change in its quality indicators have been determined. It 
has been established that storage of bitumen under atmospheric conditions allows preserving its original 
properties without significant changes. There is evidence that nitrogen purging significantly reduces the ef-
fect of homolytic processes leading to the transformation of oil dispersed systems during further transporta-
tion from the manufacturer to the consumer. Experimental data confirm that of all basic physical and me-
chanical properties of bitumen, “the depth of penetration of needle” is the most sensitive index, while the 
“softening temperature” index, frequently used for quality control of bitumen, is inertial. Determining the 
change in penetration, depending on the duration of storing bitumen, has required formulating a special 
equation. It has been established that when storing road bitumen at a temperature of 180 ºС, for each hour 
the index of the penetration depth of the needle at 25 º decreases by 0.8 units. Organizational and technical 
measures have been determined to ensure the stability of the road bitumen quality during manufacture, sto-
rage and transportation to consumers.  
 

Keywords: road bitumens, petroleum dispersal systems, group hydrocarbon composition, storage of bitu-
mens, depth of needle penetration, softening temperature 
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ВВЕДЕНИЕ 
Нефтяные дисперсные системы с жидкой 

дисперсионной средой наиболее широко пред-
ставлены золями, гелями и суспензиями. Нефтя-
ные дорожные битумы – дисперсные системы, 
имеющие твердую или вязкую консистенцию, в 
которых дисперсионной средой являются арома-
тические углеводороды, масла и смолы, а дис-
персной фазой – асфальтены [1–4].  

Наиболее распространенный метод получе-
ния нефтяных битумов в промышленности – 
окисление кислородом воздуха остаточных 
нефтепродуктов: гудронов, асфальта, крекинг-
остатков или экстрактов от селективной очистки 
масел и их смесей. Процесс является непрерыв-
ным. Об окончании процесса окисления судят по 
моменту, когда физико-механические характери-
стики битума удовлетворяют требованиям нор-
мативной документации на вырабатываемую 
марку дорожного битума. Следует отметить, что 
процесс производства битума обрывается про-
стым снижением температуры, при этом в кол-
лоидной системе остается растворенный кисло-
род и свободные радикалы, способные активи-
зировать дальнейшие гомолитические процессы 
и, как следствие, постпроизводственную транс-
формацию молекулярной системы [5, 6].  

Важным аспектом при использовании биту-
мов является стабильность физико-механи-
ческих свойств в процессе хранения и эксплуа-
тации. Вместе с тем сведения о трансформации 
этих сложных нефтяных дисперсных систем в 
ходе производственного процесса и дальнейшей 
доставки потребителю очень ограничены. В ос-
новном это касается изменения их физико-
механических свойств в процессе старения и 
приготовления асфальтобетонных смесей и 
дальнейших этапов их использования [7–14]. 

Целью исследования являлось выявление 
закономерностей и причин изменения характе-

ристик нефтяных дисперсных систем в ходе их 
использования, что позволит найти новые под-
ходы и методы их стабилизации, увеличить сро-
ки хранения дорожных битумов, сократить коли-
чество некондиционного продукта.  

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Объектами исследования являлись дорож-

ные нефтяные битумы трех марок:  
– БНД 100/130 – товарный продукт, получен-

ный на битумном производстве по типичной тех-
нологии окисления остаточных нефтепродуктов 
кислородом воздуха с использованием пустоте-
лых колонн-окислителей; 

– БНД 70/100 и БНД 130/200 – образцы, по-
лученные в лабораторных условиях.  

Получение битумов марок БНД 70/100 и 
БНД 130/200. Битумы получали из стандартного 
смесевого сырья на пилотной установке по окис-
лению остаточных нефтепродуктов периодиче-
ского действия, моделирующей промышленный 
процесс (рис. 1). Параметры технологического 
режима представлены в табл. 1. 

Описание технологической схемы. Сетевые 
газы (воздух, азот), подогреваясь в теплообмен-
нике (1), поступают в колонну окисления (2), где 
барботируются через сырье. По завершению 
процесса слив готового продукта осуществляет-
ся с низа колонны окисления (здесь же осу-
ществляется промежуточный отбор проб). По-
бочные газообразные продукты окисления по 
выходе из колонны окисления конденсируются в 
теплообменнике (3) и поступают на разделение в 
сепаратор (4). С низа сепаратора дренируются 
жидкие продукты (черный соляр), а газы окисле-
ния с верха сепаратора сбрасываются в вытяж-
ную вентиляцию. 

Термостатирование битума проводили с ис-
пользованием сушильного шкафа марки СНОЛ 3.5. 
Перемешивание осуществляли вручную. 
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Рис. 1. Принципиальная схема пилотной установки  
окисления остаточных нефтепродуктов: 
1 – воздухоподогреватель, 2 – колонна окисления,  
3 – теплообменник, 4 – сепаратор. I – воздух, 
II – азот, III – газы окисления, IV – битум,  
V – черный соляр, VI – прямая вода, VII – обратная вода 
 
Fig. 1. Basic technological scheme of oil residues  
pilot oxidation plant:  
1 – air heater, 2 – oxidation column,  
3 – heat exchanger, 4 – separator; I – air,  
II –nitrogen, III – exhaust, IV – bitumen,  
V – black solar, VI – cooling water, VII – recycled water 

 
Эксперимент 1. Изучение изменения груп-

пового состава и физико-химических свойств 
битума в ходе технологического процесса. 
Отбор проб осуществляли на битумном произ-
водстве в условиях технологического процесса 
из шести идентичных товарных емкостей объе-
мом 400 м

3
, загруженных на 3/4. Температура 

битума в емкостях на протяжении всего экспе-
римента составляла 180±5 ºС. Результаты по-
лученных характеристик битума из шести то-
варных емкостей усредняли. Положение уровня 
дорожного битума по отношению к верхней гра-
нице нефтепродукта по мере опорожнения ем-
кости было выбрано нами для оценки измене-
ний качества продукта от времени. Отбор проб 
из емкостей осуществляли при опорожнении 
емкостей на 1 и 8 м от начального уровня. 
Усредненная скорость слива битума из емко-
стей составляла 0,14 м/ч.  

 
 

Эксперимент 2. Исследование влияния 
времени хранения горячего образца битума на 
глубину проникновения иглы:  

А. Образец битума марки БНД 100/130 тер-
мостатировали в закрытом бюксе при 180 ºС в 
течение 56 ч. Через каждые 8 ч отбирали пробы 
и определяли значение глубины проникновения 
иглы при 25 ºС. 

Б. Пробу битума марки БНД 70/100 (либо 
БНД 130/200) термостатировали при темпера-
туре 180 ºС в течение 24 ч, имитируя таким об-
разом хранение дорожного битума в товарных 
ёмкостях на битумном производстве. Затем в 
пробе определяли нормируемые характеристи-
ки согласно государственному стандарту. 

Эксперимент 3. Изучение влияния темпе-
ратуры хранения. Дорожный битум марки 
БНД 100/130 поместили в пять идентичных ем-
костей объемом 1 дм

3
 и нагрели до температу-

ры, ºС: первую – до 120; вторую – до 140; тре-
тью – до 160; четвертую – до 180; пятую – до 
200. По достижении заданной температуры 
пробы термостатировали при перемешивании в 
течение 48 ч. Емкости с битумом охлаждали до 
комнатной температуры и анализировали. 

Эксперимент 4. Изучение трансформации 
дорожного битума в условиях имитации раз-
ных логистических схем хранения. Объекты 
исследований – дорожные битумы двух марок 
БНД70/100 и БНД 130/200. Пробы каждой марки 
битума, отобранные из колонны окисления, 
разделили на две части (А-В):  

А. Образец битума марки БНД 70/100 (либо 
БНД 130/200) охлаждали до 20–22 ºС и хранили 
при этой температуре в течение трех недель, 
имитируя сезонное хранение в необогреваемых 
складах или потребительской таре. Образец 
битума разогревали до температуры 180 ºС в 
течение 2 ч, определяли нормируемые характе-
ристики согласно государственному стандарту. 

Б. Образец битума марки БНД 70/100  
(либо БНД 130/200) охлаждали до температуры  
15–25 ºС, в течение семи суток хранили в твердом 
состоянии,  затем  разогревали  и выдерживали 

Таблица 1. Параметры технологического режима при получении лабораторных образцов битума  
 

Table 1. Pilot plant`s technological mode parameters 
 

Параметры технологического режима 
Марка битума 

БНД 70/100 БНД 130/200 

Состав сырья, % масc.: 
асфальт 
гудрон 

 
13,5 
86,5 

 
15,0 
85,0 

Температура воздуха на входе в колонну окисления, °С 25 25 

Температура газов окисления, °С 125 125 

Температура внизу колонны окисления, °С 260 260 

Расход газа в колонну окисления, дм3/мин 8,0 7,5 

Давление газа в колонне окисления, кгс/см2 0,5 0,45 

Давление газа после колонны окисления, кгс/см2 0,06 0,15 
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при температуре 180 ºС в течение 24 ч. Проце-
дуру «нагрев–охлаждение» повторяли на протя-
жении трех недель, имитируя таким образом 
транспортировку и перевалку дорожного битума 
в терминалах. В пробах битума определяли 
нормируемые по стандарту характеристики.  

Эксперимент 5. Исследование влияния 
продувки азотом на характеристики битума. 
Через битум марки БНД 70/100 в колонне-
окислителе пилотной установки (см. рис. 1) бар-
ботировали азот при следующих условиях: рас-
ход азота – 6 дм

3
/мин, давление в колонне окис-

ления – 0,5 кгс/см
2
, продолжительность – 30 мин. 

Пробы битума отбирали согласно ГОСТ 2517-
2012 через 15 и через 30 мин после начала про-
дувки. Пробы выдерживали в течение 24 ч при 
температуре 180 ºС, затем анализировали.  

Испытания проб дорожного битума проводи-
ли по стандартизированным методикам: 

1) глубина проникновения иглы при 0 и 25 ºС 
– по ГОСТ 33136-2014 с использованием авто-
матического пенетрометра ПН-20Б; 

2) температура размягчения по кольцу и ша-
ру – по ГОСТ 33142 -2014 с использованием ав-
томатического аппарата АКШ-02; 

3) температура хрупкости – по ГОСТ 33143-
2014 с использованием аппарата для определе-
ния механической прочности нефтепродуктов 
Walter Herzog HZ7261; 

4) изменение массы образца после старения 
– по ГОСТ 33140-2014 с использованием печи 
для испытаний свойств старения битума К88000; 

5) изменение температуры размягчения по-
сле старения – по ГОСТ 33140-2014 и ГОСТ 
33142-2014 с использованием печи для испыта-
ний свойств старения битума К88000; 

6) индекс пенетрации – по ГОСТ 33134-2014; 
7) растяжимость при 0 и 25 ºС – по ГОСТ 

33138-2014 с использованием аппарата для 
определения растяжимости битума с датчиками 
усилия ДА-03-100; 

8) групповой углеводородный состав битума 
определялся по IP 469 с использованием анализа-
тора IatroscanMarkV методом тонкослойной хрома-
тографии с пламенно-ионизационным детектором 
и с кварцевыми стержнями ChromarodTM типа SIII. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Объектом нашего исследования являлись до-

рожные битумы марок БНД 100/130, БНД 70/100, 
БНД 130/200, различающиеся по химическому 
составу и вторичной структуре полидисперсной 
системы и, как следствие, имеющие разные экс-
плуатационные характеристики, нормируемые в 
ГОСТ 33133-2014. Эти показатели наиболее чув-
ствительны к воздействию временных и техноло-
гических факторов, и именно по ним можно су-
дить о глубине и направленности трансформа-
ции дисперсных систем тяжелых нефтяных 
остатков в процессе эксплуатации 

На примере дорожного битума марки 
БНД 100/130 было изучено изменение во време-
ни группового углеводородного состава и физи-
ко-эксплуатационных свойств дорожного битума 
в условиях технологического процесса – затари-
вания и хранения в товарных емкостях при тем-
пературе 180±5°С (эксперимент 1). Данный под-
ход позволяет оценить одновременно два фак-
тора – меру трансформации дисперсной систе-
мы в результате продолжающихся окислитель-
ных процессов и агрегативную и седиментаци-
онную устойчивость коллоидной системы биту-
ма. Усредненные характеристики проб дорожно-
го битума, полученного из шести емкостей по 
мере их опорожнения, сравнивали с таковыми 
для пробы, отобранной на паспортизацию после 
циркуляции. Усредненные по всем шести емко-
стям результаты зависимости глубины проникно-
вения иглы и группового углеводородного состава 
дорожного битума от времени с начала слива ем-
костей представлены на рис. 2 (точка 0). 

 

 
 

Рис. 2. Изменение группового углеводородного состава 
(парафины, ароматические углеводороды, смолы,  
асфальтены) и глубины проникновения иглы дорожного 
битума марки БНД 100/130 в процессе откачки товарных 
емкостей 
 

Fig. 2. SARA (Saturates, Aromatics, Resins,  
and Asphaltenes) and penetration change  
in bitumen shipment process 

 
Показано, что такие характеристики, как тем-

пература размягчения и изменение массы об-
разца после старения, полученные для образцов 
битума, отобранных по мере опорожнения то-
варных емкостей, практически не изменились, в 
то время как глубина проникновения иглы, ха-
рактеризующая пластичность битумов, снизи-
лась. Исследование группового углеводородного 
состава дорожного битума марки БНД 100/130 
показало, что со временем содержание арома-
тических углеводородов в пробах снижается, а 
смол – повышается. Содержание парафино-
нафтеновых углеводородов и асфальтенов не 
меняется, либо изменения не превышают преци-
зионности метода испытания.  

Установленную динамику в групповом угле-
водородном составе можно объяснить, с одной 
стороны, нестабильностью коллоидной системы 
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битума, что выражается на начальном этапе в 
потере агрегативной устойчивости, обусловлен-
ной в коагуляции асфальтеновых ассоциатов с 
увеличением их массы, а затем и седиментаци-
онной, выраженной в осаждении смол и асфаль-
тенов в нижнюю часть емкости, с другой – про-
должающимся окислением, приводящим к сни-
жению концентрации ароматических углеводо-
родов и увеличению концентрации смол и ас-
фальтогеновых кислот, которые стабилизируют 
коллоидную систему битума, замедляя процесс 
седиментации. Однозначно оценить вклад в 
трансформацию нефтяной дисперсной системы 
каждого из этих процессов исходя из полученных 
данных не представляется возможным.  

Результаты мониторинга изменения группо-
вого состава и эксплуатационных свойств битума 
в условиях технологического процесса полно-
стью согласуются с лабораторным эксперимен-
том (эксперимент 2 А). Установлено, что в тер-
мостатируемом при заданной температуре 
(180 ºС) образце дорожного битума марки 
БНД 100/130 со временем наблюдается сниже-
ние глубины проникновения иглы (рис. 3).  

Термостатирование при 180 ºС образцов до-
рожных битумов марок БНД 70/100 и БНД 130/200, 
имитирующее хранение в товарных емкостях 
битумного производства (эксперимент 2 Б), так-
же приводит к снижению пенетрации (табл. 2), 
что полностью коррелирует с данными, получен-
ными по результатам натурных испытаний, про-
веденных в товарных емкостях с битумом марки 
БНД 100/130 (эксперимент 1, см. рис. 2). 

Следовательно, при термостатировании дис-
персной системы пенетрация является функцией 
времени:  P f t . Получено линейное уравне-
ние, отражающее эту функциональную зависи-
мость:  

0,8185 125,92,P t    

где P – пенетрация; t – время термостатирова-
ния, ч.  

 

 
 

Рис. 3. Зависимость глубины проникновения иглы  
при 25 ºС от продолжительности хранения битума  
при 180 ºС 
 

Fig. 3. Relationship between the needle penetration  
depth at 25 ºС and bitumen storage duration  
at 180 ºС 

 
Величина достоверности апроксимации (R

2
), 

характеризующая близость функции данного ви-
да, с помощью которой можно аппроксимировать 
построенный по данным таблицы график, к фак-
тическим данным для приведенного уравнения, 
равна 0,9021, т.е. близка к единице, что говорит 
о достаточно высокой достоверности линии 
тренда. 

Согласно полученной зависимости величина 
изменения пенетрации равна 0,8 град. пенетра-
ции в час. Экспериментальные данные хорошо 
согласуются с расчетными. Коэффициент корре-
ляции Пирсона составляет 0,95. Его довери-
тельный интервал изменяется от 0,7384 до 
0,9940 при уровне доверия 95%.  

Известно, что в условиях хранения битума ак-
тивно идут процессы автоокисления [15–17], влия-
ющие на его характеристики. Процессы окисления 
находятся в кинетической области, следовательно, 

 
Таблица 2. Изменение качества товарного битума в процессе хранения при температуре 180 ºС  
 

Table 2.  Change in the quality of bitumen during storage at 180 ºС  
 

Показатель 

Нормы по ГОСТ 33133 
для битумов 

Время выдержки образца битума, ч 

БНД 130/200 БНД 70/100 

БНД 130/200 БНД 70/100 0 24 0 24 

Глубина проникновения иглы  
при 25 ºС, 0,1мм 

131–200 71–100 142 125 86 84 

Температура размягчения 
по кольцу и шару, ºС 

не ниже 42 не ниже 47 42 42 47 47 

Растяжимость при 25 ºС, см не менее 80 не менее 62 > 100 > 100 > 100 > 100 
Температура хрупкости 
по Фраасу, °С 

не выше -21 не выше -18 -22 -22 -20 -20 

Изменение массы образца  
после старения, % 

не более 0,8 не более 0,6 0,2 0,0 0,0 0,0 

Изменение температуры  
размягчения после старения, °С 

не более 7 не более 7 7 6 8 7 

Индекс пенетрации 
от -1,0 
до 1,0 

от -1,0 
до 1,0 

-0,6 -1,1 -0,6 -0,7 
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температура значительно влияет на скорость про-
цесса

1
. И действительно, на примере образца то-

варного битума марки БНД 100/130 нами было по-
казано (эксперимент 3), что с увеличением темпе-
ратурного режима хранения битума снижаеются 
такие показатели, как глубина проникновения иглы 
и растяжимость при 25 ºС. Вместе с тем темпера-
тура хрупкости увеличивается (табл. 3), что можно 
объяснить процессами агрегативной трансформа-
ции дисперсной системы. Проведенные исследо-
вания в работе [18] показали схожую тенденцию 
изменения эксплуатационных характеристик биту-
ма при использовании метода RTFOT при различ-
ных температурах.  

С целью изучения трансформации нефтяных 
дисперсных систем в процессе эксплуатации были 
проведены лабораторные эксперименты с дорож-
ными битумами двух марок – БНД 70/100 и 

БНД 130/200. Условия экспериментов имитировали 
разные схемы транспортировки и хранения дорож-
ного битума (эксперимент 4 А, Б). Снижение зна-
чений глубины проникновения иглы при 25 ºС би-
тума, находившегося на холодном хранении (экс-
перимент 4 А), не было обнаружено, что обуслов-
лено его агрегатным состоянием при данных усло-
виях и, как следствие, невозможностью протекания 
как химических реакций, так и внутренних измене-
ний, связанных с трансформацией его коллоидной 
структуры (табл. 4). Аналогичные результаты были 
получены даже при более высоких температурах 
хранения [19, 20]. 

В эксперименте по имитации условий транс-
портировки и перевалки битума в терминалах (экс-
перимент 4 Б, рис. 4) наблюдается значительное 
изменение пенетрации образца дорожного битума 

 
Таблица 3. Изменения физико-механических свойств дорожного битума марки БНД 100/130  
 

Table 3. Changes in physical and mechanical properties of road bitumen 100/130 
 

Показатель 
Образец битума 

БНД 100/130 

Температура хранения, ºС 

120 140 160 180 200 

Глубина проникания иглы, 0,1 мм, при температуре, ºС: 
   0 
   25 

39 
101 

32 
102 

39 
100 

33 
95 

34 
86 

29 
87 

Температура размягчения по кольцу и шару, ºС 44 46 45 47 48 49 

Растяжимость, см, при температуре, ºС: 
   0 
   25 

3,8 
74 

4,1 
76 

4,2 
76 

4,0 
72 

3,8 
68 

3,8 
47 

Температура хрупкости, °С -23 -26 -26 -27 -29 -29 

Изменение массы после старения, % 0,3 0,6 0,3 0,3 0,9 0,3 

Изменение температуры размягчения после старения, °С 7 6 6 9 6 6 
Индекс пенетрации -1,1 -0,4 -0,8 -0,3 -0,3 -0,0 

 
Таблица 4. Изменение качества товарного битума в процессе длительного «холодного» хранения  
 

Table 4. Change in bitumen quality during long term “cold” storage 
 

Показатель 

Нормы для 
битума 

БНД 130/200 
по ГОСТ 

33133 

Исходный 
битум 

Через три 
недели 

«холодного» 
хранения 

Нормы для 
битума 

БНД 70/100 
по ГОСТ 

33133 

Исходный 
битум 

Через три 
недели 

«холодного» 
хранения 

Глубина проникновения иглы, 0,1 мм, при температуре, ºС: 

   0 
…25 

40 
131–200 

42 
142 

42 
143 

– 
71–100 

– 
86 

– 
85 

Температура размягчения 
по кольцу и шару, ºС 

не ниже 42 42 42 не ниже 47 47 47 

Растяжимость, см, при температуре, ºС: 

   0 
   25 

не менее 6,0 
не менее 80 

6,3 
> 100 

6,3 
> 100 

– 
не менее 62 

– 
> 100 

– 
> 100 

Температура хрупкости  
по Фраасу, °С 

не выше -21 -22 -24 не выше -18 -20 -20 

Изменение массы образца 
после старения, % 

не более 0,8 0,2 0,01 не более 0,6 0,0 0,02 

Изменение температуры 
размягчения после 
старения, ºС 

не более 7 7 8 не более 7 7 6 

Индекс пенетрации 
от -1,0 
до +1,0 

-1,0 -0,8 
от -1,0 
до +1,0 

-0,6 -0,8 

   

1
Магарил Р.З. Теоретические основы химических процессов переработки нефти: учеб. пособие для 

студентов вузов. М.: КДУ, 2010. 278 с. 
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по сравнению с этим показателем в начале экспе-
римента. Это можно объяснить неравномерностью 
прогрева всего объема и локальным перегревом 
битума у стенок змеевиков, приводящих к деста-
билизации коллоидной системы.  

 

 
 

Рис. 4. Изменение глубины проникновения иглы  
при 25 ºС в образцах дорожных битумов БНД 130/200  
и БНД 70/100 в эксперименте 3 Б по имитации  
транспортировки и перевалки дорожного битума  
в терминалах 
 

Fig. 4. Change in needle penetration depth  
at 25 ºС in road bitumen: 130/200  
and 70/100 for simulated transport and trans-shipment  
of road bitumen in terminals 

 

Таким образом, логистические схемы хранения 
дорожного битума, сопровождающиеся цикличе-
скими процессами разогрева–охлаждения приво-
дят к максимальной трансформации дисперсных 
систем и, как следствие, к значительному измене-
нию нормируемых характеристик битумов.  

С целью подтверждения предположения об 
инициировании радикальных процессов в битуме 
остаточным кислородом был проведен экспери-
мент по определению влияния продувки азотом на 
изменение качества битума. Оценку влияния про-
дувки горячего битума газообразным азотом на 
сохранение его качества проводили путем сравне-
ния качества исходного битума и битума после 
барботирования азотом.  

 

По завершению окисления смесевого сырья из 
колонны окисления были отобраны четыре пробы 
битума БНД 70/100: первую пробу проанализиро-
вали сразу же после отбора, вторую выдержали 
при температуре 180 ºС в течение 24 ч, имитиро-
вав таким образом нахождение товарного битума в 
товарной емкости, и также проанализировали. Че-
рез оставшийся в колонне окисления битум 
(см. рис. 1) барботировали азот в течение 30 мин 
(эксперимент 5). Через каждые 15 мин отбирали 
пробы, которые выдерживали в течение 24 ч при 
180 ºС, затем анализировали.  

Полученные результаты анализа всех четырех 
проб показали, что использование азота позволяет 
максимально сохранить качество битума, что вы-
ражается в снижении значений таких показателей 
качества, как глубина проникновения иглы при 
25 ºС, растяжимость на величину, не превышаю-
щую прецизионности методов испытаний. Продув-
ка азотом позволила сохранить на первоначаль-
ном уровне растяжимость при 0 ºС, а увеличение 
значения данного показателя качества при 25 ºС 
подтверждает предположение о возможности 
практически полного прекращения протекания ра-
дикальных реакций с удалением растворенного 
кислорода. Также необходимо отметить, что с уве-
личением времени, в течение которого производи-
лась продувка азотом, изменения качества битума 
уменьшались. Так, снижение глубины проникнове-
ния иглы пробы № 2 по сравнению с пробой № 1 
составило 17 ед. пенетрации, тогда как после про-
дувки в течение 15 мин это значение уменьшилось 
на 7 ед., а после 30 мин составляло 4 ед. (табл. 5). 
Таким образом, продувка азотом способствует 
удалению растворенного в дисперсной системе 
кислорода, инициирующего радикальные процес-
сы, приводящие к изменению химического состава 
битума и, как следствие, его химмотологических 
характеристик.  

Установлено, что продувка азотом значительно 
снижает гомолитические процессы, приводящие к 
трансформации нефтяных дисперсных систем в 
период хранения. 

 
Таблица 5. Изменение химмотологических характеристик битума при продувке азотом 
 

Table 5. Changes in the chemical characteristics of bitumen when blowing with nitrogen 
 

Показатель 
Проба 

№ 1 № 2 № 3 № 4 

Глубина проникновения иглы, 0,1 мм, при температуре, ºС: 
   0 
   25 

23 
90 

20 
73 

22 
80 

23 
86 

Температура размягчения по кольцу и шару, ºС 47 47 48 46 

Растяжимость, см, при температуре, ºС: 

   0 
   25 

3,9 
88 

3,3 
76 

3,5 
˃ 100 

4,0 
˃ 100 

Температура хрупкости, ºС -28 -29 -27 -29 
Изменение температуры размягчения после старения, ºС 3 7 4 6 

Изменение массы после старения, % 0,0 0,0 0,0 0,3 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
На основании выявленных в ходе экспери-

ментов тенденций и зависимостей, можно пред-
ложить следующие технические решения для 
обеспечения сохранения качества дорожных би-
тумов при производстве, транспортировке, хра-
нении и дальнейшем их использовании: 

1. Обеспечить минимальную продолжитель-
ность пребывания битума нефтяного дорожного 
при высоких температурах в товарных емкостях 
перед отгрузкой в автомобильные и железнодо-
рожные цистерны. 

2. Обеспечить выпуск битумных нефтяных 
дорожных с запасом качества по глубине про-
никновения иглы при 25 ºС в рамках норматив-
ных интервалов: для марки БНД 100/130 – 115–
130 ед., для марки БНД 70/100 – 85–100 ед. 

3. Осуществлять максимально быстрое зата-
ривание горячего битума нефтяного дорожного 

из товарных емкостей в потребительскую тару 
(например, в кубовые емкости КУС) с последую-
щим охлаждением и транспортировкой «холод-
ного» битума нефтяного дорожного потребите-
лям по их заявке. 

4. Использовать минимальное количество 
циклов охлаждения–нагрева битума при его 
транспортировке до потребителя. 

5. Проводить продувку инертным газом (азо-
том) для прекращения автокаталитического 
окисления битума нефтяного дорожного в товар-
ных емкостях. 

Таким образом, на основании проведенных 
исследований найдены основные закономерно-
сти изменения нефтяных дисперсных систем в 
ходе различных схем транспортировки и спосо-
бов хранения битума. На основании полученных 
данных предложены технологические подходы 
по стабилизации качества дорожных битумов. 
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Синтез и исследование олигогексаметиленгуанидин  
гидроиодида в качестве рентгеноконтрастного вещества 
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г. Улан-Удэ, Российская Федерация 

 

Резюме: Диагностика сложных травм, таких как осколочные переломы и ранения, травмы черепа, 
сопровождающиеся внутренними повреждениями, недоступными для визуального контроля, пред-
ставляет максимальные трудности при проведении рентгенографического обследования. По-
этому актуальным является разработка препарата, способного с высокой точностью помочь 
локализовать место патологического очага, опираясь только на результаты рентгенографиче-
ского исследования, что возможно при нанесении ориентира (вещества) на кожу пациента. В ка-
честве такого вещества предложено использовать рентгеноконтрастное соединение на основе 
иодированной полимерной матрицы, где контрастирующим компонентом будет являться иод, а в 
качестве носителя – полигуанидин. Выбор этого класса полимеров обусловлен тем, что на атоме 
углерода гуанидиновой группы в большей степени локализуется положительный заряд, который 
позволяет загрузить в нее анионы иода. Путем протонирования чистого гуанидина иодистоводо-
роной кислотой получен гуанидин гидроиодид, подлинность которого подтверждена методами 
ИК-спекроскопии (уменьшение интенсивности полос в области 1380, 880 см

-1
 по сравнению с гуа-

нидином, а также уширение полосы валентных колебаний аминогрупп, характерных для солей гуа-
нидина) и рентгенофазового анализа. На основе гексаметилендиамина и иодсодержащей соли гуа-
нидина поликонденсацией в расплаве синтезирован полигексаметиленгуанидин гидроиодид. Пока-
зано, что водные растворы исследуемых образцов поглощают рентгеновское излучение и явля-
ются рентгенпозитивными веществами (экспозиционная доза излучения Е = 0,04 мЗВ). 
 

Ключевые слова: полигуанидин, иодсодержащие вещества, рентгеноконтрасты, рентгеновское 
излучение  
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Synthesis and study of oligohexamethyleneguanidine  
hydroiodide as a radiopaque substance 
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Abstract: Diagnosis of complex injuries, such as splinter fractures and wounds, skull injuries accompanied 
by internal injuries that are inaccessible to visual control, presents the greatest difficulties during X-ray exa-
mination. Therefore, it is relevant to develop a drug that can help localize the site of a pathological lesion 
with high accuracy, relying only on the results of an X-ray study, which is possible when a reference point 
(substance) is applied to the patient’s skin. A radiopaque contrast compound based on an iodinated polymer-
ic matrix with iodine as the contrasting component and polyguanidine as the carrier has been proposed to be 
used as a reference point substance. The choice of this class of polymers stemmed from the fact that a posi-
tive charge is localized to a greater extent on the carbon atom of the guanidine group, which allows loading 
iodine anions into it. Protonation of pure guanidine with hydroiodic acid has helped obtain guanidine hydro-
iodide. This finding was confirmed by IR spectroscopy methods (a decrease in the intensity of bands in the 
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region of 1,380, 880 cm
−1

 in comparison with guanidine, as well as broadening of the band of stretching vi-
brations of amino groups characteristic of guanidine salts) and X-ray phase analysis. Polyhexamethylene 
guanidine hydroiodide was synthesized based on hexamethylenediamine and iodine-containing guanidine 
salt using melt polycondensation. The results show that the aqueous solutions of samples under study ab-
sorb X-radiation and are the X-ray-positive substances (exposure radiation dosage E = 0.04 mSV). 
 

Keywords: polyguanidine, iodine-containing substances, X-ray contrast, X-ray radiation 
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ВВЕДЕНИЕ 
В комплексе лечебно-профилактических ме-

роприятий профилактика травматизма и оказа-
ние квалифицированной специализированной 
медицинской помощи пострадавшим от травм 
занимают важное место. Причем рентгеногра-
фическое обследование является первоочеред-
ным действием для уточнения наличия внутрен-
них повреждений. Рентгенография является 
наиболее распространенным и доступным спо-
собом экстренной диагностики серьезных повре-
ждений. Сравнительная простота и относитель-
но невысокая стоимость обуславливают наличие 
рентген-аппаратов в большинстве лечебно-
профилактических учреждений [1–4]. Однако вы-
сокая доза излучения, нечеткая визуализация 
некоторых тканей организма, а также возмож-
ность искажения изображения ввиду неправиль-
ной экспозиции, особенно при диагностике слож-
ных переломов, осколочных ранений, черепно-
мозговых травм, которые, как правило, сопро-
вождаются рядом повреждений, недоступных 
для визуального обнаружения, не позволяют до-
стоверно и в полной мере представить результа-
ты рентгенографического исследования [5]. 

Для решения этих проблем актуальной явля-

ется разработка нового рентгеноконтрастного 
вещества [6–8], способного помочь точно лока-
лизировать место патологического очага, опира-
ясь на данные, полученные только рентген-
аппаратом [9], что возможно в результате нане-
сения ориентира (вещества) на кожу пациента. 
Для использования в качестве такого рентгено-
контрастного вещества предлагается рассмот-
реть соединения на основе иодированной поли-
мерной матрицы, где контрастирующим компо-
нентом будет являться иод, а в качестве поли-
мерной составляющей – полигексаметиленгуа-
нидин [10]. Выбор этого класса полимеров, обра-
зующих ионную связь с иодом, обусловлен также 
тем, что они проявляют выраженную антимик-
робную активность, что в условиях проведения 
рентгенографического обследования пациента 
будет способствовать дезинфекции раневых 
участков. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Синтез гуанидина гидроиодида (ГГИ) осу-

ществляли путем протонирования гуанидина 
(х.ч.) иодистоводородной кислотой (Sigma-
Aldrich, 57 wt. % in H2O, distilled, stabilized, 
99,95%): 

 

C

NH

H2N NH2

+ HI C

NH2

H2N NH2

I

 
 

Методом поликонденсации в расплаве при 
температуре 165 ºС в течение 6 ч синтезирован 
ПГМГги – полигексаметиленгуанидин гидроио-

дид. Согласно синтезу, рассмотренному в рабо-
тах [11, 12], происходит следующее взаимодей-
ствие: 

 

(CH2)6HN
C

NH

NH2

I

n

H2N (CH2)6 NH2 +

NH2

C

H2N

NH2

I

-nNH3

n n

 
 

Полученный полимер представляет собой 
кристаллическое соединение бурого цвета, рас-
творимое в воде. Поскольку полимер получен 

при эквимольном соотношении мономеров, каж-
дая макромолекула имеет одну концевую амино-
группу, что сделало возможным определение 
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среднечисловой молекулярной массы методом 
концевых групп путем титрования раствором HCl 
[13], которая составила 934.  

Синтезированные соединения были иссле-
дованы физико-химическими методами анализа 
на базе Центра коллективного пользования Бай-
кальского института природопользования СО 
РАН: ИК-спектрометр ALPHA (Bruker, Германия), 
приставка НПВО (кристалл ZnSe), 4000–600 см

-1
 

и рентгеновский дифрактометр D8 Advance 
фирмы BRUKER AXS GmbH, Karsruhe). На базе 
рентгенологического отделения Республикан-
ской клинической больницы им. Н.А. Семашко 
была снята рентгенограмма (рентген-аппарат 
PhilipsDualDiagnost, экспозиционная доза излу-
чения Е = 0,04 мЗВ). 

 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Наиболее простым путем для иммобилиза-

ции иода на молекуле полигуанидина (ПГ) явля-
ется получение гидроиодидов ПГ, в которых иод 
выступает в качестве противоиона положитель-
но заряженной гуанидиновой группировки. Не-
смотря на то что синтез гидроиодидов можно 
осуществить путем замены противоионов рас-
пространенных солей гуанидинов (хлорид, фос-
фат), этот вариант не выглядит привлекатель-
ным, поскольку требует большого расхода реа-
гентов и не гарантирует большого процента за-
мещения. Поэтому для получения гуанидина 
гидроиодида (ГГИ) была использована несоле-
вая форма гуанидина. 

При исследовании спектра полученного ГГИ 
наблюдали выраженное уменьшение интенсив-
ности полос в области 1380, 880 см

-1
 по сравне-

нию с гуанидином, а также уширение полосы ва-
лентных колебаний аминогрупп, причем эти из-
менения характерны и для гуанидин гидрохлро-
рида (ГГХ) (рис. 1) [14]. 

По данным рентгенофлуоресцентного анали-
за, полученное соединение удовлетворительно 
согласуется с базой рентгендифракционных 
данных ICDD PDF-2 (https://www.icdd.com/pdf-2/), 
что служит подтверждением его строения.  

Все полученные образцы в виде водных рас-
творов разной концентрации были исследованы 
на наличие контрастирующей активности на 
рентгенаппарате PhilipsDualDiagnost (высота 
столба – 1 см) радиологического отделения Рес-
публиканской клинической больницы им. 
Н.А. Семашко.  

На рис. 2. представлены рентгенограммы: 
   А, Б – ГГИ (С = 7,8 и 3,93 г/дл соответственно);  
   В – дистиллированная вода;  
   Г, Д, Е – ПГМГги (С = 33,24; 16,62; 8,31 г/дл со-
ответственно). 

 
 

Рис. 1. ИК-спектры образцов: 1 – гуанидин;  
2 – гуанидин гидрохлрорид; 3 – гуанидин гидроиодид 
 

Fig. 1. IR spectra of the samples: 1 – guanidine;  
2 – guanidine hydrochloride; 3 – guanidine hydroiodide 

 
 

 
 

Рис. 2. Рентгенограмма синтезированных соединений 
 
Fig. 2. X-ray diffraction pattern of synthesized compounds 

 
Из представленной на рис. 2 рентгенограммы 

видно, что контраст в рентгеновском излучении 
наблюдается для всех образцов (контролем 
служит дистиллированная вода). 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Синтезированы гуанидин гидроиодида и по-

лимер на его основе. Физико-химическими мето-
дами анализа изучено и подтверждено строение 
полученных соединений. Показано, что под дей-
ствием рентгеновского излучения образцы про-
являют контрастирующую активность, что гово-
рит о перспективе их использования в качестве 
рентгенпозитивных средств наружного примене-
ния в области травматологии и хирургии. 

В дальнейшем будет рассмотрен возможный 
подход к получению комплексного соединения 
путем введения в полимер как ионно-, так и ко-
валентно связанного иода. 
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Abstract: Acetamides are building blocks for the synthesis of compounds containing pharmacophores in 
their structure, manifesting a diverse range of biological activity. The drugs based on these substances pos-
sess antidiabetic effect and inhibit blood coagulation. Some of them act as chemosensitizers (i.e., cancer cell 
inhibitors). However, the full potential of these compounds remains to be fully accomplished. In a previous 
study, we synthesised acetamides with the RCONHCH (R´) CCl3 general formula (where R = CH3, CH2Cl; 
R´ = C6H5, C6H4CH3, C6H4OCH3, C6H4OH) and studied their acid-base behaviour. The NH-acidity of the stud-
ied acetamides is controlled by the polar effects of substituents. In this paper, the potential biological activity 
of the previously obtained acetamides is calculated, and the dependence of their biological potential on the 
NH-acidity values is elucidated. Prediction of biological activity was carried out using the PASS software. An 
analysis of the types of biological activity occurring in all compounds allowed us to determine a linear de-
pendence between the probability of biological potential and the value of dissociation constant.  
 

Keywords: acetamides, NH-acidity, dissociation constants, half neutralisation potential, potentiometric titra-
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Резюме: Ацетамиды являются строительным материалом для синтеза соединений, содержащих в 
своей структуре фармакофорные группы, которые проявляют различную биологическую активность. 
Созданные на их основе препараты обладают противодиабетическим действием, являются ингиби-
торами фактора свертывания крови, некоторые действуют как хемо-сенсибилизаторы (т.е. блока-
торы раковых клеток). Однако в полной мере возможности этих соединений не раскрыты. Ранее нами 
были синтезированы ацетамиды с общей формулой RCONHCH(R´)CCl3 (где R = CH3, CH2Cl; R´ = C6H5, 
C6H4CH3, C6H4OCH3, C6H4OH) и изучено их кислотно-основное поведение. Показано, что NH-кис-
лотность исследованных ацетамидов контролируется полярным эффектом заместителей. Целью 
настоящей работы являлся расчет потенциальной биологической активности полученных ранее 
ацетамидов и установление зависимости биологического потенциала от величины NH-кислотности 
этих соединений. Прогноз биологической активности осуществлен с использованием компьютерной 
программы PASS. В результате отбора активностей, встречающихся во всех соединениях, установ-
лена линейная зависимость вероятности наличия биологической активности от величины констан-
ты диссоциации соединения.  
 

Ключевые слова: ацетамиды, NH-кислотность, константы диссоциации, потенциал полунейтрали-
зации, потенциометрическое титрование, PASS  
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INTRODUCTION 
Acetamids are one of the most important com-

pound classes from the chemical point of view. They 
are a building material for creating compounds 
which contains several pharmacophore groups in 
their structure. Such compounds, of course, have a 
biological activity. Acetamids are а part of drugs with 
diabetic inhibitor

1
, coagulation factor inhibitor [1] and 

some of them are blockers for the cancer cells [2, 3]. 
Acetamids exhibit anticonvulsant [4], antiviral [5], 
analgesic [6] and insecticides [7] activities. 

The possibilities of these compounds are not ful-
ly understood. Acetamids with general structure 
RCONHCH(R´)CCl3 (R = CH3, CH2Cl; R´ = C6H5, 
C6H4CH3, C6H4OCH3, C6H4OH) had been studied by 
us before. The polar effect of substituents controls 
NH-acidic of the studied compounds [8].  

The main idea of this project is to establish the 
NH acidic potential dependence and biological activ-
ity. Our work consists of two stages. We use the 
PASS online program for the previously obtained 
acetameds [9] and compare with NH value biologi-
cal potential [8]. 

 
EXPERIMENTAL PART 
We used the PASS (Prediction of Activity Spec-

tra for Substances) on-line program criteria biologi-

cal activity assessment. It is a useful tool to make a 
quick forecasting of diverse biological activity 
[10, 11]. PASS is a software product designed as a 
tool for evaluating the general biological potential of 
an organic drug-like molecule. This program pre-
dicts a lot of types of biological activities based on 
the organic compounds structure [12, 13]. 

 
RESULTS AND DISCUSSION 
The dissociation constant acetamids pKA (NH-

acidity) has been determined the potentiometric meth-
od on «Expert-001» [14–18] as well as biological ac-
tivity factors (Ра) substances. Table contains the re-
sults of the biological activity evaluation acetamids.  

Table depicts dissociation constant acetamids 
due to different (R) substituents of substances. 
However, substituents equidistant from the –СONH– 
active center and this fact affects the constant com-
pounds I–IV dissociation. The acidity span (pKA) of 
these compounds varies slightly (from 12 to 14 units). 
The main contribution to the – NH group proton mo-
bility and the acidity of these compounds made by 
the presence of chlorine near the active center. 
Therefore, these compounds acidity increases to 12 
units in comparison with the previously described 
compounds [19]. In compound V, there 

 
Relationship between biological activity (Pa) and NH-acidity (pKA) of acetamides 
 

Взаимосвязь биологической активности (Ра) и NH-кислотности (pKA) ацетамидов 
 

The forms 
of biological activities 

Pа 

I 

 
 

pKA (12.03) 

II 

 
pKA (12.33) 

III 

 
pKA (12.68) 

IV 

 
pKA (12.86) 

V 

 
pKA (14.06) 

1. Phobic disorders 
treatment 

0.767 0.660 0.598 0.573 0.772 

2. Chloride peroxidase 
inhibitor 

0.585 0.525 0.398 0.394 0.553 

3. Fusarinine-C  
ornithinesterase inhibitor 

0.580 0.487 0.475 0.473 0.634 

4. Complement factor  
D inhibitor 

0.577 0.483 0.474 0.415 0.600 

5. Enteropepti-dase  
inhibitor 

0.558 0.462 0.459 0.428 0.391 

6. Hematopoietic  
inhibitor 

0.541 0.486 0.445 0.395 0.512 

7. Angiogenesis inhibitor 0.426 0.393 0.386 0.327 – 
8. Transglutaminase  
2 inhibitor 

0.343 0.303 0.291 0.276 – 

 

   

1
Машковский М.Д. Лекарственные средства: пособие для врачей. 16-е изд., перераб., испр. и доп. М.: 

Новая волна. 2012. 1216 с. 
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is a donor methyl group near the active center that 
reduces proton mobility with nitrogen, so the acid 
strength of this compound is significantly reduced 
(pKA=14.08). 

We chose only those activities which are found 
in all compounds and analyzed them. 

Table presents linear relation biological activity 
and NH-acidic for the first acetamides. The probabil-
ity biological activity increases with growing coeffi-
cient acidity of the compounds. In case of the (V) 
last compound the probability of the 1–4 species 
biological activities dramatically increases. Mean-
while, 7 and 8 species show zero biological activity. 

The NH-acidity compound decrease can be ex-
plained by the inverse relationship. According to the 
list of references [12], there are nootropic properties 
which contain chlorine compound. There have not 
been any nootropic activities found despite the 
presence of three or four chlorine atoms in research 
compounds. 

 
CONCLUSION 
Acetamids I–V biological activity theoretical pre-

diction was made. NH value biological potential line 
dependence on compound dissociation constant 
value has been set. 
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