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Особенности взаимодействия в тройных молибдатных  
системах с висмутом M2MoO4–Bi2(MoO4)3–Zr(MoO4)2 

в субсолидусной области 
 

Жибзема Гармаевна Базарова*, Александра Владимировна Логвинова*,**, 1 
Баир Гармаевич Базаров*,** 
 

*Байкальский институт природопользования СО РАН, г. Улан-Удэ, Российская Федерация 
**Бурятский государственный университет им. Д. Банзарова, г. Улан-Удэ, Российская Федерация 
Автор, ответственный за переписку: Базарова Жибзема Гармаевна, jbaz@binm.ru 
 

Аннотация. Одной из фундаментальных проблем материаловедения является установление 
взаимосвязи между химическим составом, структурой и свойствами материала. Решение 
этой задачи возможно путем изучения многокомпонентных систем и направленным синтезом 
перспективных соединений. К числу материалов, представляющих практический интерес, от-
носятся активные диэлектрики на основе сложнооксидных соединений, в частности – молиб-
датов. Среди сложных молибдатов и вольфраматов наибольший интерес вызывают тройные 
молибдаты каркасного строения структурных типов – насикон, перовскит, лангбейнит и дру-
гие, поскольку благодаря своим широким возможностям варьирования элементного и количе-
ственного составов они являются удобными модельными объектами для структурно-
химического дизайна, установления генетических взаимосвязей «состав – структура – свой-
ства». Висмутсодержащие сложные молибдатные системы могут обеспечить образование 
фаз с сегнето-пьезоэлектрическими, ионными и другими свойствами.  В работе впервые ис-
следована тройная солевая система Rb2MoO4–Bi2(MoO4)3–Zr(MoO4)2 методом пересекающихся 
разрезов в субсолидусной области (450–650 ºС). Определены квазибинарные разрезы и прове-
дена триангуляция. В системе образуются тройные молибдаты Rb5BiZr(MoO4)6 и 
Rb2BiZr2(MoO4)6,5. Соединения получены керамической технологией и изоструктурны ранее по-
лученным нами молибдатам РЗЭ состава M5LnZr(MoO4)6, содержат трехвалентный висмут 
вместо редкоземельных элементов.  Структура Rb5BiZr(MoO4)6 уточнена методом Ритвельда 
c помощью пакета программ TOPAS 4.2. Тройной молибдат кристаллизуется в тригональной 

сингонии с пространственной группой R 3c с параметрами элементарных ячеек а=10,7756(2), 
с=39,0464(7) Å. Исследования термических свойств тройных молибдатов M5BiZr(MoO4)6 пока-
зали, что они претерпевают фазовый переход первого рода в области температур 450–600 ºС. 
Проанализированы ИК- и КР-спектры M5BiZr(MoO4)6 и подтверждено, что тройные молибдаты 

кристаллизуются в пространственной группе R 3c. Проведена сравнительная характери-
стика фазовых диаграмм M2MoO4–Bi2(MoO4)3–Zr(MoO4)2 и установлено, что фазовые равнове-
сия этих систем зависят от природы молибдатов одновалентных элементов. 
 

Ключевые слова: квазибинарные разрезы, концентрационные треугольники, фазообразование, 
триангуляция, колебательная спектроскопия 
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Abstract. A fundamental problem in materials science consists in establishing a relationship between the chemi-
cal composition, structure, and properties of materials. This issue can be solved through the study of multicompo-
nent systems and the directed synthesis of promising compounds. Of practical interest here are active dielectrics 
that are based on complex oxide compounds, specifically molybdates. Among complex molybdates and tung-
states, ternary caged molybdates of the following structural types are of greatest importance: nasicon, perovskite, 
langbeinite, etc. Due to their widely varying elemental and quantitative compositions, such molybdates are con-
venient models for structural and chemical design, as well as the establishment of “composition–structure–
properties” genetic relationships. Bismuth-containing complex molybdate systems exhibit the formation of phases 
having ferro-piezoelectric, ionic, and other properties. In this work, the Rb2MoO4–Bi2(MoO4)3–Zr(MoO4)2 ter- 
nary salt system was studied for the first time using the method of intersecting sections in the subsolidus region 
(450–650 ºС). To this end, quasibinary sections were identified; triangulation was performed. Ternary molybdates 
Rb5BiZr(MoO4)6 and Rb2BiZr2(MoO4)6,5 were formed in the system using a ceramic technology. These com-
pounds are isostructural to the previously obtained REE molybdates (M5LnZr(MoO4)6) but contain trivalent bis-
muth instead of rare earth elements. The structure of Rb5BiZr(MoO4)6 was adjusted via the Rietveld refinement 
technique using the TOPAS 4.2 software package. The ternary molybdate crystallizes in a trigonal system, with 

the following unit cell parameters of the R3c space group: a = 10.7756(2) and c = 39.0464(7) Å. According to the 
studies of thermal properties exhibited by M5BiZr(MoO4)6, these ternary molybdates undergo the first-order phase 
transition in the temperature range of 450–600 ºC. The IR and Raman spectra of M5BiZr(MoO4)6 reveal the crys-

tallization of ternary molybdates in the R3c space group. The conducted comparative characterization of 
M2MoO4–Bi2(MoO4)3–Zr(MoO4)2 phase diagrams suggests that the phase equilibria of these systems depend on 
the nature of molybdates of monovalent elements. 
 

Keywords: quasibinary sections, concentration triangles, phase formation, triangulation, vibrational spec-
troscopy 
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ВВЕДЕНИЕ 
Успешное развитие современного материа-

ловедения во многом обеспечивается за счет 
получения функциональных материалов, значи-
тельная часть которых относится к сложным ок-
сидам. Задача создания новых функциональных 
материалов, отвечающих разнообразным и 
жестким требованиям их эксплуатации, может 
быть решена путем комплексного физико-
химического изучения конкретных систем и эф-
фективного поиска взаимосвязи строения соеди-
нений с их свойствами. К числу материалов, 

представляющих практический интерес на со-
временном этапе развития науки и техники, от-
носятся активные диэлектрики на основе слож-
нооксидных соединений, в частности – молибда-
тов. К настоящему времени накоплен большой 
экспериментальный материал по фазовым рав-
новесиям молибдатных систем. Соединения, 
образующиеся в них, имеют свойства сегнето-
электриков, сегнетоэластиков [1–3], твердых 
электролитов [4–7], люминофоров [8–13], лазер-
ные и другие [14, 15]. Изучение фазообразова-
ния в молибдатных системах и установление 
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взаимосвязи между составом, строением и свой-
ствами выявленных соединений позволяют по-
лучать новые функциональные материалы, что и 
является актуальной задачей материаловеде-
ния. Ранее были исследованы системы M2MoO4 – 
R2(MoO4)3 – Zr(MoO4)2 (M = K, Rb, Tl, Cs; R = La-Lu, 
Al, Fe, Cr, Y) в субсолидусной области. В системах 
образуются тройные молибдаты составов (моль-
ное соотношение исходных компонентов): 5:1:2, 
1:1:1, 2:1:4 [16]. Благодаря наличию у Bi

3+
 неподе-

ленной пары электронов и высокой поляризуемо-
сти соединения, образующиеся в системах с уча-
стием Bi2(MoO4)3, представляют особый интерес  
и имеют большие возможности для структурно-
химического дизайна. Система Rb2MoO4 – 
Bi2(MoO4)3 – Zr(MoO4)2 не исследована. 

Цель настоящей работы – исследование си-
стемы Rb2MoO4 – Bi2(MoO4)3 – Zr(MoO4)2 и обоб-
щение фазообразования в тройных солевых си-
стемах, содержащих висмут: M2MoO4 – 
Bi2(MoO4)3 – Zr(MoO4)2 (M = K, Rb, Cs, Tl). 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Поликристаллические образцы тройных мо-

либдатов получены методом твердофазного 
синтеза. В качестве исходных реагентов исполь-
зованы промышленные реактивы Rb2MoO4, 
Bi(NO3)3, MoO3 и ZrО(NO3)2·2H2O марки ч.д.а. 
Молибдат трехвалентного висмута Bi2(MoO4)3 

получен отжигом исходных компонентов при 
температурах 450–800 ºС с продолжительностью 
100 ч и промежуточной гомогенизацией. Синтез 
Zr(MoO4)2 проводили ступенчатым отжигом сте-
хиометрической смеси азотнокислого цирконила 
и триоксида молибдена в интервале температур 
450–750 ºС в течение 80–100 ч. Новые тройные 
молибдаты получали при отжиге стехиометриче-
ских количеств реакционных смесей Rb2MoO4, 

Bi2(MoO4)3 и Zr(MoO4)2 в интервале температур 
300–650 ºС при ступенчатом повышении темпе-
ратуры с шагом 50 ºС, времени 100 ч и гомогени-
зацией перед каждым изменением режима тер-
мической обработки. Прокаливание образцов 
проводили на воздухе в муфельной печи. 

Достижение равновесия в системах контро-
лировали рентгенографически на дифрактомет-
ре фирмы «Bruker» c использованием  
CuKα-излучения. Спектры КР зарегистрированы 
на КР-Фурье спектрометре RFS 100/S (Bruker, Гер-
мания): возбуждение Nd:YAG-лазером (длитель-
ность импульса – 650 мкс, длина волны – 1064 нм).  
ИК-спектры сняты на спектрометре Tenser 27 
фирмы Bruker (Германия). Дифференциальная 
сканирующая калориметрия (ДСК) проведена на 
термоанализаторе STA 449 F1 Jupiter® (Netzsch, 
Германия) со скоростью подъема температуры 
10 К/мин. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Система Rb2MoO4 – Bi2(MoO4)3 – Zr(MoO4)2 изу-

чена методом пересекающихся разрезов в субсо-
лидусной области, определены квазибинарные 
разрезы в системе Rb2MoO4–Bi2(MoO4)3–Zr(MoO4)2 

и проведена их триангуляция (рис. 1). Здесь же 
приведены результаты исследования систем 
М2MoO4–Bi2(MoO4)3–Zr(MoO4)2 (M = K, Cs).  

Триангуляция проводилась с использовани-
ем литературных данных по ограняющим двой-
ным системам. В системах М2MoO4–Zr(MoO4)2  

(М = K, Rb, Cs) образуются двойные молибдаты 
составов М8Zr(MoO4)6 (4:1), М2Zr(MoO4)3 (1:1) 
[17, 18], в М2MoO4–Bi2(MoO4)3 образуются двой-
ные молибдаты М5Bi(MoO4)4 (5:1 и 1:1) [19, 20]. В 
системе Bi2(MoO4)3–Zr(MoO4)2 образование но-
вых фаз не выявлено. 

 

 
 

 

Рис. 1. Фазовые соотношения в системах М2MoO4–Bi2(MoO4)3–Zr(MoO4)2; 
S1 (5:1:2) – M5BiZr(MoO4)6, S2 (2:1:4) – Rb2BiZr2(MoO4)6,5 

 

Fig. 1. Phase relations in the systems М2MoO4–Bi2(MoO4)3–Zr(MoO4)2; 
S1 (5:1:2) – M5BiZr(MoO4)6; S2 (2:1:4) – Rb2BiZr2(MoO4)6.5 
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В ходе исследования тройной солевой си-
стемы Rb2MoO4–Bi2(MoO4)3–Zr(MoO4)2 установ-
лено образование двух новых соединений – S1 и 
S2, кристаллизующихся в двух различных струк-
турах (рис. 2, 3).  

Данные порошковой дифракции Rb5BiZr(MoO4)6 
для анализа по Ритвельду получали при комнат-
ной температуре с помощью порошкового ди-
фрактометра D8 ADVANCE (Bruker, Германия) 
(Cu-Kα-излучение) и линейного детектора 
VANTEC. Размер шага 2θ составлял 0,016°, вре-
мя счета – 1 с на шаг. По данным РФА, новый 
тройной молибдат Rb5BiZr(MoO4)6 (S1) изострук-

турен Rb5CeZr(MoO4)6 (пр.гр. R3c, Z=6) [21]. Все 
рефлексы на рентгенограмме молибдата 
Rb5BiZr(MoO4)6 индицируются в предположении 
изоструктурности Rb5CeZr(MoO4)6. На рис. 2 
представлены экспериментальная, вычисленная 
и разностная рентгенограммы Rb5BiZr(MoO4)6. 

 

 
 

Рис. 2. Результаты обработки рентгенограммы 
Rb5BiZr(MoO4)6 с помощью пакета программ TOPAS 4.2: 
черная линия – экспериментальные данные; красная линия 
– рассчитанный профиль; кривая внизу – разница между 
экспериментальными и рассчитанными значениями;  
штрихи соответствуют межплоскостным расстояниям 
 

Fig. 2. Results of Rb5BiZr(MoO4)6 X-ray diffraction pattern 
processing using the TOPAS 4.2 software package: black 
line – experimental data; red line – calculated profile;  
the curve below is the difference between experimental  
and calculated values; dashes correspond to interplanar  
distances 

Структурный аналог фазы Rb2BiZr2(MoO4)6,5 – S2, 
не найден, его рентгенограмма приведена на рис. 3. 

Структура Rb5CeZr(MoO4)6 [21] взята в каче-
стве модели для уточнения Rb5BiZr(MoO4)6 мето-
дом Ритвельда с использованием программного 
комплекса TOPAS 4.2

1
. 

Две позиции Ce/Zr были заняты ионами Bi/Zr 
и их заселенность уточнялась с учетом того, что 
сумма заселенностей в каждой позиции равна 1. 
Уточнение было стабильным и дало удовлетво-
рительные R-факторы (табл. 1, см. рис. 2).  

 
Таблица 1. Кристаллографические характеристики  

тройного молибдата Rb5BiZr(MoO4)6  
 

Table 1. Crystallographic characteristics  

of ternary molybdate Rb5BiZr(MoO4)6  
 

Параметры 
элементарной ячейки 

Значение 

a, Å 10,7756 (2) 
c, Å 39,0464 (7) 
V, Å3 3926,4 (2) 

2θ-interval, º 8–100 
Rwp, % 5,47 
Rp, % 4,01 

Rexp, % 2.18 
χ2 2,51 

RB, % 2,77 

 
Координаты атомов и длины основных свя-

зей приведены в табл. 2 и 3 соответственно. 
Кристаллическая структура молибдата 

Rb5BiZr(MoO4)6 представляет собой трехмерный 
смешанный каркас, состоящий из последова-
тельно чередующихся Мо-тетраэдров и двух ви-
дов октаэдров – М1 и М2, с разными коэффици-
ентами заселенности Bi и Zr в октаэдрах 
(Bi,Zr)O6, соединенных друг с другом через об-
щие кислородные вершины (рис. 4). Это являет-
ся характерной особенностью данной группы 
молибдатов.  

 

 
 

Рис. 3. Рентгенограмма соединения Rb2RZr2(MoO4)6,5 
 

Fig. 3. X-ray diffraction pattern of the compound Rb2RZr2(MoO4)6.5 
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1
Bruker AXS TOPAS V4: General profile and structure analysis software for powder diffraction data. User Manu-

al. Bruker AXS, Karlsruhe, Germany. 2008. Available from: http://algol.fis.uc.pt/jap/TOPAS%204-
2%20Users%20Manual.pdf [Accessed 15th September 2021]. 
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Таблица 2. Дробные координаты атомов и параметры изотропного смещения (Å) Rb5BiZr(MoO4)6 
 

Table 2. Fractional atomic coordinates and isotropic displacement parameters (Å) Rb5BiZr(MoO4)6 
 

Атом x y z Biso 

Bi 0 0 0 2,24 (9) 
Zr 0 0 1/4 0,5 (1) 

Rb1 0 0 0,35412 (8) 3,8 (1) 

Rb2 0,3885 (3) 0 1/4 2,7 (1) 
Mo 0,3529 (2) 0,0614 (1) 0,03398 (3) 1,77 (8) 
O1 0,186 (1) 0,042 (1) 0,0402 (3) 1,0 (3) 
O2 0,4849 (6) 0,2265 (3) 0,0516 (1) 1,5 (4) 
O3 0,364 (2) -0,082 (1) 0,0518 (3) 5,0 (5) 
O4 0,3992 (3) 0,0474 (4) -0,00987 (8) 2,8 (4) 

 
Таблица 3. Длины основных связей (Å) Rb5BiZr(MoO4)6 
 

Table 3. Main bond lengths (Å) Rb5BiZr(MoO4)6 
 

Mo-тетраэдр Zr- и Bi-октаэдр 

Mo1—O1 1,721 (6) Zr—O2II 2,107 (4) x 6 
Mo1—O2 1,770 (4) Bi—O1I 2,40 (1) x 6 
Mo1—O3 1,75 (1) – – 
Mo1—O4 1,811 (3) – – 

<Mo1—O> 1,76 – – 

Rb(1)-полиэдр 

Rb1—O2II 3,302 (5) x 3 Rb1—O3IV 2,83 (1) x 3 
Rb1—O4II 3,017 (3) x 3 – – 

Rb(2)-кубооктаэдр 

Rb2—O2II 3,222 (5) x 2 Rb2—O1II 3,247 (12) x 2 
Rb2—O3VI 3,36 (1) x 2 Rb2—O3V 3,17 (1) x 2 
Rb2—O4IV 2,966 (3) x 2 Rb2—O1V 3,446 (12) x 2 

Коды симметрии: I – -x, -y, -z; II – -x+2/3, -y+1/3, -z+1/3; 
IV – -x+y+2/3, -x+1/3, z+1/3; V – y+2/3, -x+y+1/3, -z+1/3;  
VI – -y+1/3, -x+2/3, z+1/6.  

 
Ранее нами был синтезирован таллиевый 

аналог висмутсодержащих молибдатов [16]. 
Сравнение фазовых диаграмм систем M2MoO4 – 
R2(MoO4)3 – Zr(MoO4)2 показывает, что фазооб-
разование в них зависит от структуры молибда-
тов одновалентных элементов. Висмутсодержа-

щие молибдаты – M5BiZr(MoO4)6 (R3c, Z=6), вхо-
дят в обширную группу изоструктурных тройных 
молибдатов структурного типа K5InHf(MoO4)6 [22].  
В табл. 4 приведены кристаллографические харак-
теристики тройных молибдатов M5BiZr(MoO4)6 (M = K, 
Rb, Cs, Tl). С увеличением ионного радиуса M

+
 

параметры и объемы элементарной ячейки уве-
личиваются. 

Методом дифференциальной сканирующей кало-
риметрии (ДСК) изучены термические свойства синте-
зированных молибдатов M5BiZr(MoO4)6. Как пример на 
рис. 5 приведена кривая ДСК К5BiZr(MoO4)6, на кото-
рой зафиксировано два эндотермических эффекта: 
первый – при температуре 508 ºС, второй – при 
626 ºС, соответствует температуре плавления. 

 
 

Рис. 4. Кристаллическая структура Rb5BiZr(MoO4)6 
 

Fig. 4. Crystal structure of Rb5BiZr(MoO4)6 

 

 
 

Рис. 5. Кривая ДСК K5BiZr(MoO4)6 
 

Fig. 5. DSC curve K5BiZr(MoO4)6 

Таблица 4. Параметры элементарной ячейки тройных молибдатов состава М5BiZr(MoO4)6 
 

Table 4. Unit cell parameters of ternary molybdates М5BiZr(MoO4)6 
 

Соединение 

R3c, Z=6 

Параметры элементарной ячейки 
Источник 

а, Å с, Å V, Å3 

K5BiZr(MoO4)6 10,6180 (0) 37,6026(2) 3641,4(2) [23] 
Tl5BiHf(MoO4)6 10,6801 (4) 38,5518(14) 38,083(2) [16] 
Rb5BiZr(MoO4)6 10,7756 (2) 38,0464 3926,4 (2) Данная работа 
Cs5BiZr(MoO4)6 10,9569 (2) 39,804(4) 41,384(4) [16] 
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Природа первого эндоэффекта была опре-
делена как фазовый переход. Температурные 
измерения включали 2 цикла нагревания и 2 
цикла охлаждения образца (рис. 6). Смещение 
температур эндоэффекта при охлаждении и 
нагревании образца позволяет зафиксировать 
температурный гистерезис при 40 ºС. Этот факт 
свидетельствует о том, что обнаруженный фазо-
вый переход в K5BiZr(MoO4)6 является перехо-
дом первого рода.  

 

 
 

Рис. 6. Температурный цикл измерений K5BiZr(MoO4)6 
 

Fig. 6. Temperature measurement cycle K5BiZr(MoO4)6 

 

Получены и проанализированы колебатель-
ные спектры тройных молибдатов M5BiZr(MoO4)6. 
Как пример в табл. 5 приведены частоты колеба-

ний ИК- и КР-спектров Cs5BiZr(MoO4)6 (R3c, Z=6) – 
представителя изоструктурных висмутовых соеди-
нений структурного типа K5InHf(MoO4)6 [22]. Анализ 
колебательных спектров Cs5BiZr(MoO4)6 показал, 
что колебания, активные в ИК-спектре, не актив-
ны в комбинационном рассеянии и что они не 
совпадают. Это подчеркивает, что тройной мо-
либдат Cs5BiZr(MoO4)6 кристаллизуется в цен-

тросимметричной пр.гр. R3c [24].  
 

Таблица 5. Частоты колебаний в ИК- и КР-спектрах 

тройного молибдата Cs5BiZr(MoO4)6  
 

Table 5. Vibration frequencies in the IR and Raman  

spectra of ternary molybdate Cs5BiZr(MoO4)6  
 

Частота колебаний, см-1 Отнесение [24] 

ИК КР ИК КР 

931 
889 

928 1 1 

781 
729 
707 

741 
735 
671 

3 3 

401 576 4 4 

– 

295 
261 
254 
226 

– 2 

– 
208 
197 
166 

– либрация МоО4 

– 
113 
80 
35 

– 
трансляция 

МоО4 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Впервые исследованы тройные солевые си-

стемы Rb2MoO4–Bi2(MoO4)3–Zr(MoO4)2 и построе-
ны субсолидусные фазовые диаграммы.  

Установлено образование в системе двух  
новых соединений составов Rb5BiZr(MoO4)6 и 
Rb2BiZr2(MoO4)6,5.  

Методом Ритвельда уточнена структура 
Rb5BiZr(MoO4)6.  

Проведен сравнительный анализ фазовых 
диаграмм M2MoO4–Bi2(MoO4)3–Zr(MoO4)2 и уста-
новлена трансформация фазовых диаграмм в 
зависимости от природы молибдатов однова-
лентных элементов. 
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Аннотация. Методом радикальной сополимеризации получены сополимеры 2,3-дихлорпропена с 
винилхлоридом, метилметакрилатом и со стиролом разного состава. Константы сополимериза-
ции для сомономеров найдены из зависимости состава сополимера от содержания исходной смеси. 
Установлено, что увеличение содержания 2,3-дихлорпропена в исходной смеси для всех систем 
приводит к уменьшению выхода и характеристической вязкости сополимера. Оценка реакционной 
способности 2,3-дихлорпропена в сополимеризации проведена по обратной величине константы 
сополимеризации винилхлорида, метилметакрилата и стирола, которая показывает активность 
дихлорсодержащего мономера при взаимодействии с радикалами сомономеров. Установлено, что 
2,3-дихлорпропен наиболее активен в реакции с радикалом стирола. Активность его с радикалом 
метилметакрилата уменьшается в 0,88 раз по сравнению с радикалом стирола. Самая низкая ре-
акционная способность 2,3-дихлорпропена наблюдается при взаимодействии с радикалом винил-
хлорида. Синтезированные сополимеры являются перспективными соединениями для их дальней-
шей модификации путем замещения атомов хлора на функциональные группы. 
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Abstract. The copolymers of 2,3-Dichloropropene with vinyl chloride, methyl methacrylate, and styrene of 
different compositions were obtained via free-radical copolymerization. The copolymerization constants for 
the comonomers were found from the dependence of the copolymer composition on the initial mixture con-
tent. An increase in the content of 2,3-Dichloropropene in the initial mixture was found to decrease the yield 
and intrinsic viscosity of the copolymer for all systems. The reactivity of 2,3-Dichloropropene in copolymeri-
zation reactions was assessed according to the reciprocals of the copolymerization constants of vinyl chlo-
ride, methyl methacrylate, and styrene, which indicate the reactivity of the dichlorinated monomer when in-
teracting with comonomer radicals. It was found that 2,3-dichloropropene is the most active in the reaction 
with a styrene radical. However, its reactivity with a methyl methacrylate radical decreases by a factor of 0.88 
as compared to the styrene radical. The lowest reactivity of 2,3-Dichloropropene is observed when interact-
ing with a vinyl chloride radical. The synthesized copolymers can be further modified by replacing chlorine 
atoms with functional groups. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Высокомолекулярные хлорсодержащие со-

единения, прежде всего (со)полимеры на основе 
эпихлоргидрина, являются исходными соедине-
ниями для получения каучуков, синтетических 
волокон, разнообразных лаков и красок, поли-
мерных композиционных материалов и других 
важных продуктов [1–7]. При промышленном 
способе производства хлорсодержащих мономе-
ров методом хлорирования алкенов при повы-
шенной температуре образуются нежелатель-
ные побочные продукты. Например, синтез 
эпихлоргидрина осуществляется хлорированием 
пропилена и сопровождается появлением значи-
тельного объема различных хлорсодержащих 
соединений [8–13]. 

Найдены способы переработки хлорорганиче-
ских и серосодержащих отходов нефтехимии  
в полимерные серосодержащие продукты, которые 
могут применяться в качестве модификаторов поли-
винилхлоридных пластмасс, эпоксидных смол, 
нефтяных битумов, а также сорбентов ртути [14–19].  

В работе [18] предложен удобный и простой 
способ получения 2,3-дихлорпропена (ДХП) из 
1,2,3-трихлорпропана, который выделяется из 
хлорорганических отходов производства эпи-
хлоргидрина. На основе ДХП синтезированы не-
предельные соли: N-(β-хлораллил)-N,N-диэти-
ламин, N-(β-хлораллил)-N,N,N-триэтиламмоний 
бромид и N,N-диметил-N,N-бис(β-хлораллил)ам-
моний хлорид [19]. Сополимеризацией ДХП с 
N,N-диметил-N,N-бис(β-хлораллил)аммоний хло-
ридом получены катионные полиэлектролиты, 
имеющие флокулирующие свойства [20].  

Однако систематического изучения реакци-
онной способности ДХП в сополимеризации с 
промышленными винильными мономерами до 
настоящего времени не проводилось. Поэтому 
целью настоящей работы являлось исследова-
ние реакционной способности ДХП в сополиме-
ризации с винилхлоридом (ВХ), метилметакри-
латом (ММА) и стиролом (СТ).  

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Выделение 1,2,3–трихлорпропана (ТХП) из 

хлорорганических отходов производства эпи-
хлоргидрина. Удаление водорастворимых при-
месей из хлорорганических отходов осуществ-
ляли экстракцией воды, содержащей 2–3 г/л 
кальцинированной соды. Затем органическую 
фазу подвергали азеотропной сушке и путем 

ректификации выделяли ТХП при температуре 
156 ºС. После повторной перегонки показатель 
преломления ТХП был равен 1,4854 (при темпе-
ратуре 25 ºС).  

Получение 2,3-дихлорпропена (ДХП). 1 моль 
ТХП обрабатывали 10%-м спиртовым раствором 
NaOH при комнатной температуре в течение 4 ч. 
При этом выпадал белый водорастворимый оса-
док (NaCl). После отделения осадка фильтрова-
нием жидкую фазу подвергали перегонке и отби-
рали фракцию при температуре. 94 ºС. Выход 
ДХП – 80%. Строение ДХП доказывалось мето-
дами спектроскопии ИК, ЯМР 

1
Н и 

13
С. В спектре 

ЯМР 
1
Н ДХП содержатся сигналы протонов ви-

нильной группы при 5,48 м.д. и хлорметильной 
группы при 4,19 м.д. В спектре ЯМР 

13
С наблюда-

ются сигналы поглощения хлорметильной группы 
при 47,49 м.д., группы =СН2 – при 116,44 м.д., и 
=ССl-группы – при 138,44 м.д. В ИК-спектре име-
ется полоса поглощения при 1605 см

-1
, соответ-

ствующая винильной группе. Полоса поглощения 
связи С–СI регистрируется при 680 см

-1
.  

Сополимеризация ДХП с ВХ, ММА и СТ. Со-
полимеризацию ДХП с ВХ, ММА и СТ проводили 
в условиях свободно-радикального инициирова-
ния под действием ДАК при температуре 60 ºС. 
Заполнение ампул осуществляли гравиметриче-
ским способом. В ампулы загружали ДХП, сомо-
номеры и инициатор, затем ампулы охлаждали, 
продували аргоном и затем отпаивали. Время 
сополимеризации – 6 ч. Охлажденные ампулы 
вскрывали. Полученные сополимеры растворяли 
в диметилсульфоксиде и осаждали гексаном. 
После многократного переосаждения сополиме-
ры отфильтровывали и высушивали в вакуумном 
шкафу до постоянной массы.  

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Сополимеры ДХП с ВХ, ММА и СТ, получен-

ные под действием динитрила азобисизомасля-
ной кислоты, представляют собой порошкооб-
разные или смолоподобные продукты, хорошо 
растворимые в ароматических углеводородах, 
четыреххлористом углероде, ацетоне, диметил-
формамиде и нерастворимые в воде и спиртах 
(табл. 1).  

Протекание реакции сополимеризации ДХП 
с ВХ, ММА и СТ подтверждено кривыми турби-
диметрического титрования, которые имеют 
плавную форму, соответствующую однокомпо-
нентной структуре. В ИК-спектрах сополимеров  
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Таблица 1. Сополимеризация 2,3-дихлорпропена (М1) с винилхлоридом, метилметакрилатом и стиролом (М2) 
 

Table 1. Copolymerization of 2,3-dichloropropene (M1) with vinyl chloride, methyl methacrylate and styrene (М2) 
 

Номер 
экспери-

мента 

Состав исходной  
смеси, мол. % Выход, % 

Состав сополимера,  
мол. % [η], дл/г* Тразм, ºС 

М1 М2 m1 m2 

ДХП–ВХ 

1 30 70 54 11,91 88,09 0,052 100–120 
2 50 50 42 23,68 76,32 0,048 90–98 

3 60 40 37 31,66 68,34 0,045 
смолоподобные  

продукты 

4 70 30 20 47,33 52,67 0,032 
смолоподобные  

продукты 

ДХП–ММА 

5 13 87 78,3 6,10 93,90 0,155 105–148 
6 36 64 45,5 13,60 86,40 0,090 87–122 
7 54 46 36,8 21,72 78,28 0,085 115–133 
8 57 43 24,8 22,55 77,45 0,080 84–137 
9 60 40 16,9 27,20 72,80 0,040 86–124 

10 70 30 11,4 33,82 66,18 0,040 распл. на возд. 
11 90 10 1.4 39,00 61,00 0,035 распл. на возд. 

ДХП–СТ 

12 10 90 40,0 3,18 96,82 0,87 105–128 
13 20 80 27,3 5,64 94,36 0,76 110–122 
14 30 70 26,8 10,67 89,33 0,68 102–115 
15 40 60 23,4 16,52 83,48 0,54 95–110 
16 60 40 14,0 2,45 73.56 0,48 88–97 
17 63 37 13,6 27,44 72,56 0,39 85–95 
18 70 30 10,3 32,96 67,03 0,35 88–97 
19 80 20 5,5 34,72 65,28 0,32 85–100 
20 90 10 1,7 43,52 56,48 0,29 81–95 

* [η] – характеристическая вязкость. 

 
отсутствуют полосы поглощения, характерные 
для винильной группы (980, 1580 и 1640 см

-1
). 

Полосы поглощения полистирольных фрагмен-
тов в сополимере ДХП–СТ фиксируются в обла-
сти 750, 760, 910, 3035, 3065, 3090 см

-1
. Данные  

ИК-спектроскопии продукта реакции ДХП–ММА 

свидетельствуют о наличии характеристиче-
ских полос поглощения при 1465 (СН3–О) и 
1270 (С–О) см

-1
. 

Процесс сополимеризации ДХП с ВХ, ММА и 
СТ можно представить следующей схемой:  

 

R

y

Cl

Cl mn

Cl

Cl

x

R

R1

R1

, 
 

где R: С6Н5 (I); СООСН3 (II); Cl (III); R1: Н (I, III); CH3 (II). 
 
Увеличение содержания ДХП в исходной 

смеси для всех систем приводит к уменьшению 
выхода и характеристической вязкости, [η], сопо-
лимера. При содержании ВХ в исходной смеси 
ДХП-ВХ 70 мол. % получены порошки желтова-
того цвета (см. табл. 1, эксперимент 1). Умень-
шение количества ВХ в реакции ДХП с ВХ при-
водит к вязким «смолоподобным» продуктам (см. 
табл. 1, эксперименты 3 и 4). 

Относительная реакционная способность 
ДХП в радикальной полимеризации оценена по 
величине, обратной константе сополимеризации 
(1/r1 = k12/k11), так как M1 является постоянным 
компонентом в ряду систем M1–M2. Численные 
значения 1/r1 показывают активность ДХП при 

взаимодействии с радикалами второго мономе-
ра. Константы сополимеризации для сомономе-
ров найдены из зависимости состава сополиме-
ра от содержания исходной смеси (см. табл. 1), 
их значения приведены в табл. 2.  

Из данных, представленных в табл. 2, следу-
ет, что ДХП наиболее активен в реакции с ради-
калом СТ. Его активность с радикалом ММА 
уменьшается в 0,88 раз по сравнению с радика-
лом СТ. Самая низкая реакционная способность 
ДХП наблюдается при взаимодействии с ради-
калом на основе ВХ и поэтому не представляет-
ся возможным получение твердых продуктов ре-
акции при высоком содержании ДХП. 
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Таблица 2. Константы относительной реакционной способности 2,3-дихлорпропена (r1) в сополимеризации  

с винилхлоридом, метилметакрилатом и стиролом (r2) 
 

Table 2. Relative reactivity constants of 2,3-dichloropropene (r1) in copolymerization with vinyl chloride,  

methyl methacrylate and styrene (r2) 
 

Мономер r1 r2 r1 · r2 1/ r1 

Винилхлорид 0,130 0,960 0,0100 1,04 
Метилметакрилат 0,034 2,867 0,0976 2,41 
Стирол 0,030 3,150 0,0945 33,33 

 
ВЫВОДЫ 
Исследована реакционная способность 2,3-ди-

хлорпропена в радикальной сополимеризации с 
винилхлоридом, метилметакрилатом и стиролом.  

Вычисленные константы сополимеризации 
свидетельствуют о низкой активности дихлорсо-
держащего мономера в реакциях перекрестного 
роста цепи. 
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Abstract. Recent years have seen the development of bacterial resistance to currently available antibiotics, 
which necessitates a search for new antimicrobial agents. Amomum muricarpum Elmer is a widely used medic-
inal plant species in the genus Amomum (family Zingiberaceae) that is commonly found in Laos, the Philip-
pines, China, and Vietnam. The present article describes the chemical composition and antimicrobial activity of 
essential oils extracted from the leaves and rhizomes of A. muricarpum from North Vietnam. The hydrodistilled 
essential oil was analyzed using gas chromatography and gas chromatography-mass spectrometry, with the 
broth microdilution method designed to evaluate its antimicrobial efficacy. The absolute yield of essential oils 
amounted to 0.11% and 0.13% (v/w) for leaves and rhizomes, respectively, on a dry weight basis. It was found 
that the leaves and rhizomes of A. muricarpum produce oils abounding in monoterpenes. Of the total identified 
volatile components in the leaf oil (97.18%), three main constituents include α-pinene (40.45%), linalool 
(12.34%), and β-pinene (10.31%). In the rhizome oil, the main constituents include α-pinene (48.10%),  
β-pinene (20.32%), and linalool (7.56%) of the total identified volatile components (98.08%). An antimicrobial 
activity test indicates that essential oils from the leaves and rhizome of A. muricarpum inhibit the growth of 
Staphylococcus aureus ATCC 25923, with a minimum inhibitory concentration (MIC) of 200 µg/ml. In addition, 
the rhizome essential oil also exhibits antimicrobial activity against Bacillus cereus ATCC 14579, with a MIC 
value of 200 µg/ml. The results indicate the potential of essential oils extracted from A. muricarpum as a source 
of antimicrobial agents. 
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Аннотация. В последние годы развитие устойчивости бактерий к антибиотикам потребовало 
поиска новых противомикробных средств. Amomum muricarpum Elmer – это вид рода Amomum семей-
ства Zingiberaceae (Имбирные), распространенный в Лаосе, Филиппинах, Китае и Вьетнаме, широко 
используемый как лекарственное растение. В данной статье описан химический состав и антимик-
робная активность эфирных масел из листьев и корневищ A. muricarpum, собранных в Северном 
Вьетнаме. Эфирное масло, полученное гидродистилляцией, было проанализировано с использовани-

                                                
1© Thin D. B., Thanh V. Q., Thinh B. B., 2021 

https://doi.org/10.21285/2227-2925-2021-11-4-523-530
mailto:buibaothinh9595@gmail.com
https://doi.org/10.21285/2227-2925-2021-11-4-523-530
mailto:buibaothinh9595@gmail.com


Thin D. B., Thanh V. Q., Thinh B. B. Chemical composition and antimicrobial activity … 
Тхин Д. Б., Тхань В. К., Тхинь Б. Б. Химический состав и антимикробная активность … 

 

 

524 
 

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour 
 

 

ем газовой хроматографии и газовой хроматографии-масс-спектрометрии, тогда как анализ с мик-
роразбавлением бульона был разработан для оценки его антимикробной эффективности. Абсо-
лютный выход эфирных масел составил 0,11% и 0,13% (об/масс.) соответственно для листьев и 
корневищ в пересчете на сухой вес. Анализ масел из листьев и корневищ A. muricarpum показал, что 
в масле преобладают монотерпены. В масле листьев из общего количества идентифицированных 
летучих компонентов (97,18%) три составляющих – α-пинен (40,45%), линалоол (12,34%) и β-пинен 
(10,31%), являлись основными. В масле корневища основными из общего количества идентифициро-
ванных летучих компонентов (98,08%) являлись следующие: α-пинен (48,10%), β-пинен (20,32%) и ли-
налоол (7,56%). Тест на антимикробную активность показал, что эфирные масла из листьев и кор-
невища A. muricarpum подавляют рост Staphylococcus aureus ATCC 25923 со значением минимальной 
ингибирующей концентрации (МИК) 200 мкг/мл. Кроме того, эфирное масло корневища проявляло 
антимикробную активность и в отношении Bacillus cereus ATCC 14579 со значением МИК 200 мкг/мл. 
Результаты указывают на потенциал эфирных масел A. muricarpum как источника противомикроб-
ных агентов. 
 

Ключевые слова: Amomum muricarpum, семейство Имбирные, эфирное масло, монотерпены,  
α-пинен, антимикробная активность 
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INTRODUCTION 
Since immemorial times, it has been known that 

the chemical constituents of essential oils of various 
plants are biologically and pharmacologically active 
natural substances [1, 2]. Therefore, greater atten-
tion has been paid to the screening of essential oils 
for their biological activity, as a source of deve-
loping new therapeutic agents for the prevention 
and amelioration of natural ailments caused by mic-
roorganisms [3, 4]. In continuation of our research 
on the chemical compounds and biological activities 
of essential oils from Vietnamese Zingiberaceae 
plants, we report our findings on the chemical 
composition and antimicrobial activity of essential 
oils of Amomum muricarpum.  

Amomum is a large genus in the Zingiberaceae 
family distributed in Asia, Africa, and Australia with 
about 180 species [5]. Amomum plants have been 
described as sources of biologically active com-
ponents [4, 6–8]. A. muricarpum is a medicinal plant 
that can grow up to 2.5 m tall

1
. Phytochemical inves-

tigation of A. muricarpum led to the iden-tification of 
diarylheptanoids [9, 10]. Previously, the compositions 
and biological activities of essential oils from various 
parts of A. muricarpum from Central Vietnam were 
determined and reported [11–14]. Studies noted the 
effects of geographical and envi-ronmental factors, 
on the composition and quality of the essential oil 
[15–17]. This article will provide new data on the 
chemical composition and antimicrobial activety of 
essential oils extracted from A. mu-ricarpum, which 
was grown in North Vietnam. 

 
MATERIALS AND METHODS 
Plant material. The plant parts used for this study 

namely the leaves and rhizomes of A. muricarpum 
were collected from Na Hang, Tuyen Quang Province, 
Northern Vietnam in July 2018. Botanical identification 
was performed by Assoc. Prof. Dr. Dau Ba Thin. 
Leaves and rhizomes of A. muricarpum were dried 
at room temperature (25 ºC) for one week before 
hydrodistillation. 

Hydrodistillation of essential oils. Essential oils 
were obtained from leaves and rhizomes of A. mu-
ricarpum (two kilogram for each extraction) by hy-
drodistillation using a Clevenger-type apparatus for 
4 h at normal pressure according to the pro-cedure 
of the Vietnamese Pharmacopoeia

2
. The process of 

hydrodistillation using a Clevenger type apparatus 
has obtained a mixture of oil with a quantity of wa-
ter. To remove water, the extracted essential oils 
were then dried by adding anhydrous sodium sul-
fate-Na2SO4. The absorption of water into the sodi-
um sulfate is complete in seconds, causing the 
grains to coagulate. If additional sodium sulfate is 
added, and the grains do not coagulate, then the oil 
is essentially anhydrous. The obtained oils were 
stored in dry amber vials at 4 ºC until analysis. All 
measurements were performed in triplicate. 

Analysis of essential oils. Gas chromatography 
(GC) analysis was performed on Agilent GC 7890A 
equipped with a FID and fitted with HP-5MS column 
(30 m × 0.25 mm, film thickness 0.25 μm, Agilent 
Technology). The analytical conditions were: carrier gas 
Helium (1 ml/min), injector temperature (PTV) 250 ºC, 
detector temperature 260 ºC, column temperature 
programmed from 60 ºC (2 min hold) to 220 ºC (10 min 
hold) at the heating rate 4°C/min. Samples were 
injected by splitting and the split ratio was 10:1. The 
volume injected was 1.0 μL. Inlet pressure was 6.1 kPa. 

   

1
Nguyen T.B. Flora of Vietnam. Vol. 1. Hanoi: Science and Technology Publishing House, 2000. 

2
Vietnamese Pharmacopoeia. Medical Publishing House, 2nd Edition, Hanoi, Vietnam, 2009. 
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An Agilent GC 7890A chromatograph fitted with 
a fused silica capillary HP-5MS column 
(30 m × 0.25 mm, film thickness 0.25 μm) and 
interfaced with a mass spectrometer HP 5973 MSD 
was used for the GC/MS analysis, under the same 
conditions as those used for GC analysis. The 
conditions were the same as described above with 
Helium (1 ml/min) as carrier gas. The MS conditions 
were as follows: ionization voltage 70 eV; emission 
current 40 mA; scan mass range of 35–350 amu at 
a sampling rate of 1.0 scan/s.  

The identification of constituents from the GC/MS 
spectra of A. muricarpum was performed on the basis 
of retention indices (RI) determined with reference to a 
homologous series of n-alkanes, under identical 
experimental conditions, co-injection with standards 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) or known es-
sential oil constituents, MS library search

3
 and as 

described in previous studies [11–14]. 
Antimicrobial screening. Antimicrobial activity of 

A. muricarpum essential oil was carried out on three 
Gram-negative bacteria, Escherichia coli ATCC 
25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, and 
Salmonella enterica ATCC 13076; three Gram-
positive bacteria, Enterococcus faecalis ATCC 
299212, Staphylococcus aureus ATCC 25923, and 
Bacillus cereus ATCC 14579; and the yeast, Can-
dida albicans ATCC 10231, using the microdilution 
broth susceptibility assay as previously described [18]. 
Testing media included Mueller-Hinton Agar (MHA) 
used for bacteria and Sabouraud Agar (SA) used for 
fungi. The minimum inhibitory concentration (MIC) 
values were determined as the lowest concentration 
of the test sample that completely inhibits the growth 
of microorganisms. All measurements were per-
formed in triplicate. 

Statistical analysis. All results of chemical com-
position and antimicrobial experiments were repeat-
ed three times and are expressed as mean ± stand-
ard deviation (SD). 

 
RESULTS AND DISCUSSION 
Yields and chemical constituents of essential 

oils. Hydrodistilled essential oils from the leaves and 
rhizomes of A. muricarpum are analyzed by GC/MS. 
The yields of the essential oils were 0.11 and 0.13% 
(v/w, ±0.01) respectively for the leaf and rhizome of 
A. muricarpum. All the essential oils were yellow 
coloured. The identities of the compounds of 
A. muricarpum oils, their per cent compositions and 
retention indices on HP-5MS column could be seen 
in Table 1. 

A total of 45 compounds amounting to 97.18% 
in the A. muricarpum leaf essential oil were identi-
fied (Table 1). Among these 59.53% were monoter-
pene hydrocarbons, 17.71% were oxygenated mon-
oterpenes, and it also contained 17.59% sesquiter-

pene hydrocarbons and 2.14% oxygenated sesquit-
erpenes. The major constituents in the A. muri-
carpum leaf essential oil were α-pinene (40.45%), 
linalool (12.34%), and β-pinene (10.31%). Compar-
ing our results with those obtained by previous stud-
ies showed that all the leaf essential oils extracted 
are similar with α-pinene and β-pinene predominat-
ing [11–13]. However, although 1,8-cineole was the 
second major component in the previous studies 
[12, 13], this component was not detected in the leaf 
oil of A. muricarpum in the present study. Further-
more, linalool (12.34%) was found at relatively high 
amounts in the leaf oil of A. muricarpum in the pre-
sent study (Table 1), while this component was in 
much lower amounts in the previous studies 
[12, 13]. The variations in chemical constituents can 
likely be attributed to the different geographical col-
lection sites as well as climatic factors. 

In the essential oil extracted from A. muricarpum 
rhizome, 44 compounds were identified, cor-
responding to 98.08% of the total oil (Table 1). It is 
comprised of monoterpene hydrocarbons (75.83%), 
oxygenated monoterpenes (10.76%), sesquiterpene 
hydrocarbons (10.52%), and oxygenated sesquiter-
penes (0.81%). The main constituents in the A. mu-
ricarpum rhizome essential oil were α-pinene 
(48.10%), β-pinene (20.32%), and linalool (7.56%). 
To the best of our knowledge, there are several re-
ports on the chemical composition of A. muricarpum 
rhizome oil [11–14]. Most of these reports indicate 
that α-pinene and β-pinene are the main and/or 
characteristic constituents of rhizome oil. The find-
ings on the major components of A. muricarpum 
rhizome oil were in agreement with the previous 
reports except for linalool, which was found to be 
7.56% in our study. As highlighted previously, this 
difference can also be attributed to growth, genetics, 
and climatic conditions. 

Antimicrobial Activity. The antimicrobial activities 
of essential oils from the leaf and rhizome of A. mu-
ricarpum were estimated by means of the microdilu-
tion broth method and the results are expressed as 
the minimum inhibitory concentration (MIC) in Ta-
ble 2. The rhizomes oil had moderate bactericidal 
activities against S. aureus and B. cereus with the 
MIC value of 200 μg/mL. The leaves oil only exhibit-
ed antimicrobial action against the growth of 
S. aureus with a MIC value of 200 μg/mL. The ob-
served antimicrobial result of A. muricarpum essen-
tial oils was in agreement with previous information 
that Amomum essential oils from Vietnam and other 
parts of the world selectively inhibited the growth of 
different microorganisms [4, 6, 7, 14]. 

In general, the antibacterial activities of essential 
oils could be attributed to the most abundant  
components or the synergistic effects between  
its major  components  and  minor  ones  in  the oils  

 
   

3
National Institute of Science and Technology. NIST Chemistry Webbook // Data from NIST Standard Reference Da-

tabase 69, 2018. 
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Table 1. Chemical constituents of essential oils from the leaves and rhizomes of A. muricarpum  
 

Таблица 1. Химический состав эфирных масел из листьев и корневищ A. muricarpum  
 

Compound namea RIb RIc 
Percentage compositiond 

Leaves Rhizomes 

Tricyclene 928 927 0.15 0.21 
α-Pinene 939 932 40.45 48.10 
Camphene 955 954 1.15 0.96 
β-Pinene 980 979 10.31 20.32 
β-Myrcene 990 988 3.05 1.46 
α-Phellandrene 1006 1003 0.42 0.22 
δ-3-Carene 1010 1007 – 0.32 
α-Terpinene 1017 1014 – 0.21 
p-Cymene 1026 1020 0.15 – 
β-Phellandrene 1028 1024 1.52 0.41 
Limonene 1032 1024 0.45 0.23 
1,8-Cineole 1035 1030 – 0.14 
(Z)-β-Ocimene 1045 1032 0.17 – 
(E)-β-Ocimene 1051 1044 – 0.23 
γ-Terpinene 1061 1056 0.50 0.85 
α-Terpinolene 1091 1086 1.21 2.31 
Linalool 1100 1095 12.34 7.56 
Borneol 1166 1165 0.21 0.30 
Terpinen-4-ol 1177 1174 – 0.51 
α-Terpineol 1189 1187 – 0.23 
Fenchyl acetate 1228 1225 0.54 0.11 
Geraniol 1253 1249 1.24 0.23 
Bornyl acetate 1289 1287 0.12 0.56 
Bicycloelemene 1327 1325 0.98 – 
α-Cubebene 1351 1345 0.35 – 
α-Copaene 1377 1374 0.62 0.59 
Geranyl acetate 1381 1380 3.26 1.12 
β-Bourbonene 1385 1384 – 0.28 
β-Elemene 1391 1398 – 0.53 
α-Gurjunene 1412 1409 0.13 0.11 
β-Caryophyllene 1419 1417 1.95 0.72 
α-Santalene 1427 1427 0.61 – 

-Elemene 1430 1437 0.27 0.47 

trans-α-Bergamotene 1435 1431 0.23 – 
Aromadendrene 1441 1439 – 0.35 
(Z)-β-Farnesene 1443 1440 0.56 0.89 
α-Humulene 1454 1452 0.42 0.12 

-Santalene 1457 1457 – 0.15 

Valencene 1473 1470 0.60 – 
γ-Gurjunene 1477 1475 0.15 – 
Germacrene D 1490 1484 0.27 0.89 
α-Selinene 1493 1498 1.93 1.24 
Bicyclogermacrene 1500 1500 3.47 0.95 
(E,E)-α-Farnesene 1508 1505 2.24 1.22 

-Cadinene 1514 1513 0.24 0.54 

trans--Bisabolene 1516 1514 0.21 0.14 

-Panasinsene 1518 1518 0.17 – 

β-Sesquiphellandrene 1524 1521 0.56 – 
δ-Cadinene 1525 1522 1.63 0.23 
Calacorene 1546 1540 – 0.28 
Germacrene B 1561 1559 – 0.84 
(E)-Nerolidol 1563 1561 0.27 0.49 
Spathulenol 1578 1577 0.31 – 
Guaiol 1601 1601 0.34 – 
α-Cadinol 1654 1652 0.52 – 
(E,E)-Farnesol 1718 1718 0.70 0.32 
Phytol 2125 2124 0.21 0.16 

Total 97.18 98.08 

Monoterpene hydrocarbons 59.53 75.83 

Oxygenated monoterpenes 17.71 10.76 

Sesquiterpene hydrocarbons 17.59 10.52 

Oxygenated sesquiterpenes 2.14 0.81 

Others 0.21 0.16 
a
Elution order on HP-5MS column; 

b
Retention indices on HP-5MS column; 

c
Literature retention indices; 

d
Standard devia-

tion were insignificant and excluded from the Table to avoid congestion; “–“ – Not identified. 
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Table 2. Antimicrobial activity of A. muricarpum essential oils 
 

Таблица 2. Антимикробная активность эфирных масел A. Muricarpum 
 

Microorganisms 
Minimum inhibitory concentration (MIC, μg/mL) 

Leaves Rhizomes 

Escherichia coli ATCC 25922 na na 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 na na 
Salmonella enterica ATCC 13076 na na 
Enterococcus faecalis ATCC 299212 na na 
Staphylococcus aureus ATCC 25923 200.0±0.231 200.0±0.147 
Bacillus cereus ATCC 14579 na 200.0±0.325 
Candida albicans ATCC 10231 na na 

Note: na – no activity. 

 
[19, 20]. As mentioned above, α-pinene, β-pinene 
and linalool were found to be the most important 
components in the leaf and rhizome oils of 
A. muricarpum. The individual components the es-
sential oils such as α-pinene, β-pinene and linalool 
have been determined for antimicrobial activity, and 
the results indicated that these compounds exhibited 
inhibitory effects against microorganisms [20–22]. In 
addition, the A. muricarpum essential oil showed bet-
ter antimicrobial activity against the Gram-positive 
bacteria than the Gram-negative bacteria. According 
to previous studies, this is attributed to the existence 
of cell wall lipopolysaccharides in the Gram-negative 
bacteria, which can inhibit the hydrophobic essential 
oil constituents from diffusing into the cells [22, 23]. 

CONCLUSIONS 
In summary, this study provides information on 

the chemical composition and antimicrobial activity 
of essential oils from the leaves and rhizomes of 
A. muricarpum. According to GC/MS analyses the 
major components of leaf oil were α-pinene 
(40.45%), linalool (12.34%), and β-pinene (10.31%), 
while rhizome oil consists mainly of α-pinene 
(48.10%), β-pinene (20.32%), and linalool (7.56%). 
Also, these compounds may be thought of as the 
contributing factor to the observed antimicrobial ac-
tivity of the essential oils against S. aureus and 
B. cereus. Thus, the A. muricarpum essential oils 
may be sources of promising antimicrobial agents. 
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Abstract. Oligopyridine based copper(II) complexes are of interest to scientists as possible anticancer 
agents due to promising cytotoxic and DNA binding/cleaving properties. In this study, copper(II) complex 
[Cu(phendione)L2]·C2H5OH with 1,10-phenanthroline-5,6-dione (phendione) and 4,5-dichloro-isothiazole-3-
carboxylic acid (HL) was synthesized and characterized by elemental analysis, IR-spectroscopy, X-ray pow-
der diffraction and single-crystal X-ray diffraction. According to X-ray diffraction data, obtained compound is 
mononuclear complex with square pyramidal coordination environment of the central atom which is sur-
rounded by two isothiazolate molecules and one phendione ligand. The X-ray diffraction data are confirmed 
by IR-spectroscopy data showing the presence of characteristic stretching vibration bands of the carbonyl 
and carboxyl groups of oligopyridine ligand and isothiazolate ions, respectively. Density functional theory 
(DFT) calculations for complex were carried out using the ADF software package to perform geometry opti-
mization and frequency calculations that were in a good agreement with experimental IR spectrum. Cytotoxi-
city of complex and initial reagents was tested in vitro against HepG2 (human hepatocellular carcinoma) and 
MCF-7 (human breast adenocarcinoma) cell lines. The complex showed high dose-dependent cytotoxic ac-
tivity with the IC50 values of 0.60±0.03 µM and 0.96±0.13 µM, respectively, which is higher than the activity of 
cisplatin against these cell lines. The activity of the complex is due to the presence of phendione ligand, 
which exhibits a similar cytotoxic activity. 
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Аннотация. Комплексы меди(II) на основе олигопиридинов привлекают интерес исследователей в 
качестве возможных противоопухолевых агентов ввиду их выдающихся цитотоксических свойств 
и способности связываться/расщеплять ДНК. В настоящем исследовании был получен и охарак-
теризован с помощью ИК-спектроскопии, элементного, рентгенофазового и рентгеноструктур-
ного анализа комплекс меди(II) с 1,10-фенантролин-5,6-дионом (phendione) и 4,5-дихлоро-изо-
тиазол-3-карбоновой кислотой, [Cu(phendione)L2]·C2H5OH. Согласно данным рентгеноструктурно-
го анализа, полученное соединение является моноядерным, при этом две молекулы изотиазола и 
1,10-фенантролин-5,6-дион образуют квадратно-пирамидальное окружение центрального атома. 
Данные рентгеноструктурного анализа согласуются с данными ИК-спектроскопии, указывающи-
ми на наличие характеристичных полос валентных колебаний карбонильной и карбоксильной групп 
олигопиридина и производного изотиазола соответственно. Расчеты, выполненные методом 
теории функционала плотности (DFT) с использованием программного пакета ADF, позволили 
оптимизировать геометрию комплекса и вычислить теоретический ИК-спектр, который хорошо 
согласуется с экспериментальным. Цитотоксичность комплексов и исходных реагентов исследо-
вана на клеточных линиях HepG2 (гепатоцеллюлярная карцинома) и MCF-7 (аденокарцинома мо-
лочной железы). Комплекс проявляет высокую дозозависимую цитотоксическую активность, при 
этом значения параметра IC50 составляют 0,60±0,03 мкМ (HepG2) и 0,96±0,13 мкМ (MCF-7), что 
превышает активность цисплатина по отношению к данным клеточным линиям. Активность 
комплекса обусловлена присутствием лиганда phendione, который в свободном виде также обла-
дает токсичностью. 
 

Ключевые слова: комплекс меди, изотиазол, кристаллическая структура, фенантролин, цито-
токсичнсоть 
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INTRODUCTION 
Currently, mixed-ligand complexes of essential 

metals with 1,10-phenanthroline and its derivatives 
are being actively studied in vitro and in vivo for their 
biological properties (cytotoxic, antioxidant, antibac-
terial, antiviral and other activities) [1–7]. Essential 
metals include such microelemets as iron, copper, 
zinc, cobalt, nickel, manganese and some other 
metals. Among the complexes of essential metals, 
the most interesting as anticancer agents are 
1,10-phenanthroline based copper(II) complexes, 
since they are capable to interact and cleave 
DNA/RNA backbone [8, 9]. Moreover, oligopyridine 
and amino acid/acetylacetone based copper(II) 
complexes (Casiopeínas) have shown antiprolifera-
tive, genotoxic, and antineoplastic activity [10, 11]. 
The most promising complexes from the Casio-
peinas series have completed preclinical trials [12]. 
Besides amino acids, N-donor systems (terpyridine, 
imidazole, benzimidazole, tetrazole), O-donor sys-
tems (salicylic acid, dicarboxylic acids), S-donor 
systems (thiosemicarbazones, dithiocarbamates, 
thioureas), Schiff bases are often used as second-
ary ligand in synthesis of cytotoxic Casiopeinas-like 
complexes [6]. The isothiazole heterocycles and 
coordination compounds with isothiazoles have 
been shown to be bioactive substances with pesti-
cidal, anticancer, anti-inflammatory and antiviral ac-
tivities [13]. However, despite their promising prop-
erties, isothiazoles are negligibly used for the syn-
thesis of bioactive oligopyridine based complexes 
with essential metals. Thus, the research aiming 
preparation of corresponding complexes may be 
indeed promising from the point of view of medicinal 
chemistry. 

In continuation of our work [14] in order to ex-
pand the number of available cytotoxic oligopyridine 
based complexes with isothiazole as secondary li-
gand, the present study set out to synthesise new 
mixed-ligand copper(II) complex with 1,10-phena-
nthroline-5,6-dione and 4,5-dichloro-isothiazole-3-
carboxylic acid and evaluate its biological activity. 

 
EXPERIMENTAL SECTION 
1,10-Phenanthroline-5,6-dione (phendione) was 

acquired from ABCR (Germany). 4,5-Dichloro-iso-
thiazole-3-carboxylic acid (HL) was synthesized as 
previously described [15, 16]. Solvents and reagents 
were used as purchased without any further purification. 

Elemental analysis (C, H, N) was performed 
using Euro EA 3000 analyzer. IR absorption spec-
tra were recorded on SCIMITAR FTS 2000 and 
VERTEX-80 spectrophotometers at 4000–400 cm

-1
 

(in fluorinated oil – in the region of 4000–1500 cm
-1

, 
in vaseline oil – 1800–400 см

-1
). Powder XRD ana-

lysis of complexes was performed on a Shimadzu 
XRD-7000 diffractometer (CuKα radiation, Ni filter, 
3–40° 2θ range, 0.03° 2θ step, room temperature). 

Quantum-chemical calculations were carried out on 
the computational cluster of NIIC SB RAS using the 
Amsterdam Density Functional (ADF) program by 
dint of density functional theory (DFT)

1
. The gene-

ralized gradient approximation (GGA), the density 
functional PBE (Perdew – Burke – Ernzerhof) [17] in 
combination with the all electron basis set TZ2P [18] 
were applied. The calculations were carried out for 
non-solvent system. 

Bruker D8 Venture diffractometer with the gra-
phite-monochromated MoKα radiation (λ = 0.71073 Å) 
was utilized to collect single-crystal XRD data for 
copper(II) complex. All measurements were carried 
out at 150 K, and the φ- and ω-scan techniques 
were employed. Absorption corrections were applied 
with the SADABS program

2
. The crystal structure 

was solved and refined by means of the SHELXT 
[19] and SHELXL [20] programs using OLEX2 GUI 
[21]. Atomic thermal displacement parameters for 
non-hydrogen atoms were refined anisotropically. 
Positions of hydrogen atoms were calculated ac-
cording to their geometrical conditions and refined 
by dint of the riding model. The crystallographic data 
and details of the structure refinements are shown in 
Table 1. CCDC 2121029 contains the supplemen-
tary crystallographic data for this paper. These in-
formation can be obtained free of charge from The 
Cambridge Crystallographic Data Center at 
https://www.ccdc.cam.ac.uk/structures/. 

Synthesis of [Cu(phendione)L2]·C2H5OH. [Cu(H2O)L2] 
was synthesized as previously described [14]. The 
precipitate of [Cu(H2O)L2] (0.048 g, 0.10 mmol) was 
resuspended in mixture of ethanol (2 ml) and di-
chloromethane (3 ml). Solid phendione (0.025 g, 
0.12 mmol) was added to suspension with stirring. 
The reaction mixture became clear, precipitate dis-
solved. The solution was left for slow evaporation at 
room temperature. Polycrystalline phase was ob-
tained after a week. Green crystals were filtered 
out, washed with ethanol and dried in air. Yield: 
0.064 g (90%). Elemental analysis (%): Сalc. for 
C22H12Cl4CuN4O7S2: C, 37.0; H, 1.7; N, 7.8. Found: 
C, 37.3; H, 1.8; N, 7.7. 

Cytotoxic activity. Human hepatocellular carci-
noma (HepG2) and human breast adenocarcinoma 
(MCF-7) cell lines were cultured in Iscove's Modified 
Dulbecco's Medium (IMDM) supplemented with a 
10% fetal bovine serum under a humidified atmos-
phere (5% CO2 and 95% air) at 37 ºC. Cell viability 
was evaluated by Hoechst/PI staining as previously 
described [22]. Hep2 cells were cultured to 96-well 
plates at a density 5·10

3
 cells per well. After 24 hours 

cells were treated with complex dissolved in DMSO 
and incubated for 48 hours. Serial dilutions were 
prepared in IMDM medium in the concentration 
range of 0.1–25 μM. For identification of live, apop-
totic and dead cells, treated cells and control cells 
were stained with a mixture of fluorescent dyes 

   

1
ADF2013, Software for Chemistry & Materials, Theoretical Chemistry, Vrije Universiteit, Amsterdam (The Netherlands), 2013. 

2
Bruker Apex3 software suite: Apex3, SADABS-2016/2 and SAINT, version 2018.7-2; Bruker AXS Inc.: Madison, WI, 2017. 

https://www.ccdc.cam.ac.uk/structures/
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Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich) and propidium io-
dide (Invitrogen) for 30 min at 37 ºC. An IN Cell 
Analyzer 2200 (GE Healthcare, UK) was used to 
perform automatic imaging of four fields per well 
under 200×magnification, in bright field and fluores-
cence channels. The IN Cell Investigator image 
analysis software (GE Healthcare, UK) was used to 
determine live, apoptotic and dead cells among the 
whole population. All data shown are mean of three 
wells. The quantitative data were expressed as the 
mean ± standard deviation (SD). All statistical anal-
yses were performed using the software Excel 2016 
(Microsoft) and Origin 8.0. 

 

Table 1. Crystallographic data  

of the copper(II) complex 
 

Таблица 1.  Кристаллографические данные  

для комплекса меди(II)) 
 

Parameter Value 

Empirical formula C22H12Cl4N4O7S2Cu 
Formula weight 713.82 
Crystal system,  
space group 

Monoclinic, P21/c 

Temperature (K) 150 
a/Å 11.2744(15) 
b/Å 8.5017(11) 
c/Å 28.481(3) 
α/° 90 
β/° 94.024(5) 

/° 90 

Volume/Å3 2723.2(6) 
Z 4 
ρcalc g/cm3 1.741 
μ/mm-1 1.399 
Crystal size/mm 0.3 × 0.2 × 0.12 
2Θ range  
for data collection/° 

4.774 to 51.486 

Index ranges 
-13 ≤ h ≤ 7, -10 ≤ k ≤ 10,  

-33 ≤ l ≤ 34 
Reflections collected 34013 

Independent reflections 
5030 [Rint = 0.0520,  

Rsigma = 0.0398] 
Restraints/parameters 0/363 
Goodness-of-fit on F2 1.088 
Final R indexes [I>=2σ (I)] R1 = 0.0423, wR2 = 0.0921 
Final R indexes [all data] R1 = 0.0554, wR2 = 0.0971 
Largest diff.  
peak/hole / e/Å-3 

0.75/-0.41 

 

RESULTS AND DISCUSSION 
Green crystals of copper(II) complex 

[Cu(phendione)L2]·C2H5OH were obtained after 
slow evaporation of ethanol/dichloromethane (1:1.5 
by volume) solution containing [Cu(H2O)L2] and 
phendione ligand in 1:1.2 molar ratio. Obtained 
complex is soluble in DMSO, CH3CN, sparingly 
soluble in ethanol, CH2Cl2 and practically insoluble 
in water. The elemental analysis results for 
[Cu(phendione)L2]·C2H5OH are consistent with the 
proposed formula of the complex. The presence of 
solvent  ethanol  molecule  was  confirmed  by 
IR-spectroscopy (ν(OH) = 3464, 3308 cm

-1
). 

Powder X-ray diffraction analysis have been used 
to demonstrate the identity of single crystal and the 
synthesized polycrystalline phase of complex which 

proved the phase purity of the bulk sample (Fig. 1). 
According to single-crystal X-ray diffraction data, 

the copper(II) complex [Cu(phendione)L2]·C2H5OH 
reveals square pyramidal coordination environment 
of central atom. The coordination sphere of Cu(II) 
consists of two O atoms of the isothiazoles carbo-
xylates, one  N  of  the  isothiazole  ligand  and  two 
N atoms of the phendione (Fig. 2). Additional con-
tact (of 2.772 Å) is observed between the copper(II) 
and the O atom of the isothiazole moiety giving dis-
torted octahedral 5 + 1 environment. Also there is 
outer-sphere ethanol molecule. Similar structure has 
been observed in our previous work, where bipico-
line has been used instead of phendione [14]. 

 

 
 

Fig. 1. X-ray powder patterns for [Cu(phendione)L2]·C2H5OH 
 

Рис. 1. Дифрактограмма для [Cu(phendione)L2]·C2H5OH) 
 

 
 

Fig. 2. Structure of [Cu(phendione)L2] complex  
(Solvent ethanol molecule is not shown) 
 

Рис. 2. Структура комплекса [Cu(phendione)L2]  
(молекула растворителя не показана) 

 
DFT-calculations, such as IR-frequencies and 

energies of HOMO/LUMO, have been carried out for 
copper(II) complex. The highest occupied molecular 
orbital (HOMO) and lowest-lying unoccupied molec-
ular orbital (LUMO) are known to be the most im-
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portant orbitals in a molecule. In case of copper(II) 
complex, the electron density of HOMO (Fig. 3) is 
concentrated on phendione mainly and energy of 
this orbital is equal to -5.978 eV. LUMO (-4,997 eV) 
is disposed on copper ion and donor atoms of its 
coordination sphere. The energy gap between 
HOMO and LUMO (EHOMO – ELUMO) is -0.981 eV. A 
molecule with large HOMO–LUMO gap is described 
as a hard molecule which is much less polarizable. 
In contrast, the soft systems have small HOMO–
LUMO gap and are highly polarizable [23]. Thus, 
complex refers to soft molecules due to the small 
value of energy gap. 

Vibrational spectrum has been calculated for the 
complex with optimized geometry. There are no im-
aginary frequencies in the obtained spectrum, con-
sequently, the geometry corresponds to local mini-
ma. The main vibrational frequencies of calculated 
and experimental spectra are shown in Table 2. The 
vibrations of characteristic groups (COO–, C–H, 
C–Cl, O=C–C=O) exhibit in both spectra. The slight 
shift and broadening of bands is observed in expe-
rimental IR-spectrum, which can be due to the pre-
sence of ethanol molecule in system. Despite these 
small differences spectra are in a good agreement. 

The obtained IR-spectrum clearly indicates the for-
mation  of  copper(II)  complex. There is a disap-
pearing of broad ν(O–H) band observed in the HL 
spectrum (2915 cm

-1
) in the result of ligand depro-

tonation during the synthesis. Moreover, the 
bands of asymmetrical stretching vibrations of the 
carboxylate group shift to the low-frequency re-
gion (1651–1614 cm

-1
) in contrast to the band in HL 

spectrum (ν(COO)as = 1724 cm
-1

). 
The cytotoxicity of copper(II) complex was 

tested by Hoechst/PI staining on HepG2 (human 
hepatocellular carcinoma) and MCF-7 (human 
breast adenocarcinoma) cell lines by exposing 
them for 48 h to the medium containing the com-
pound in 0.1–25 µM concentration. The concentra-
tion-dependent cell viability graphs are given in 
Fig. 4. Calculated from these graphs IC50 values 
(concentration required to reduce survival in the cell 
lines to 50%) are summarized in Table 3. 

Earlier, copper acetate and HL were shown to 
be nontoxic in the concentration range of 1–50 μM 
[14]. At the same time, 1,10-phenanthroline-5,6-
dione is highly toxic to HepG2 and MCF-7 cells with 
IC50 values being in the nanomolar concentration 
range [24]. 

 

  
 

a b c 
 

Fig. 3. Electron density of [Cu(phendione)L2] (a), HOMO (b) and LUMO (c) 
 

Рис. 3. Электронная плотность [Cu(phendione)L2] (a), ВЗМО (b) и НСМО (c) 
 

Table 2. Calculated and experimental vibrational frequencies (cm
-1

)  

of [Cu(phendione)L2] 
 

Таблица 2. Теоретически рассчитанные и экспериментальные колебательные частоты (см
-1

)  

комплекса [Cu(phendione)L2] 
 

Assignment, cm-1 DFT-calculation Experimental data 

(O–H)EtOH – 3464, 3308 

(C–H) 3130, 3115, 3106 3101, 3086, 3061 

(C–H)EtOH – 2960, 2924, 2856 

(O=C–C=O)as 1692 1726 

(O=C–C=O)s 1664 1710 

(COO)as 1642, 1628 1651, 1614 

(COO)s 1261 1261 

(C–Cl) 1055, 1044 1049, 1024 

Rrings, δ(C–H) 1578, 1560, 1412, 1306, 1195, 1114, 979, 942 1576, 1408, 1300, 1205, 1128, 972 
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Fig. 4. Effect of [Cu(phendione)L2]·C2H5OH on the viability of HepG2 and MCF-7 cells 
 

Рис. 4. Эффект воздействия [Cu(phendione)L2]·C2H5OH на выживаемость клеток HepG2 и MCF-7 
 

According to cytotoxicity study of [Cu(phen-
dione)L2]·C2H5OH, complex possesses dose-depen-dent 
cytotoxicity against both cell lines (IC50 = 0.96±0.13 µM 
(MCF-7), 0.60±0.03 µM (HepG2)), while its toxicity 
is higher than that of oligopyridine on HepG2 cells 
and vice versa on MCF-7 cells (See Table 3). Thus, 
the activity of the complex is due to the presence of 
phendione ligand, which exhibits a similar cytotoxic ac-
tivity. The activity of the obtained complex exceeds the 

activity of cisplatin by more than an order of magnitude. 
This compound is part of a series of mixed-ligand 

copper(II) complexes with HL and various oli-
gopyridines, and turned out to be the most toxic in this 
series. So, for example, the IC50 value against MCF-7 
cells in the same conditions is 1.8±0.3 µM for [Cu(4,7-
dimethyl-1,10-phenanthroline)L2] and 4.2±0.2 µM for 
[Cu(1,10-phenanthroline)(H2O)L2] [14]. 

 

Table 3. IC50 values of the compounds against MCF-7 and HepG2 cell lines 
 

Таблица 3. Значения IC50 для полученных соединений по отношению к клеточным линиям MCF-7 и HepG2 
 

Compound 
IC50 value, µM 

MCF-7 cells HepG2 cells 

Cu(OAc)2 >50 >50 
HL >50 _ 
1,10-phenanthroline-5,6-dione 0.73±0.06 3.3±0.6 
[Cu(phendione)L2]·C2H5OH 0.96±0.13 0.60±0.03 
Cisplatin 33.7±1.8 33.0±5.4 

 

CONCLUSIONS 
Mononuclear copper(II) complex based on 

4,5-dichloro-isothiazole-3-carboxylic acid and 
1,10-phenanthroline-5,6-dione [Cu(phendione)L2] has 
been obtained and characterized by several physi-
cochemical  methods. The results of single crystal 
X-ray diffraction indicate that complex reveals 
square pyramidal coordination environment of cen-
tral atom which consist of two O atoms of the isothi-
azoles carboxylates, one N of the isothiazole ligand 
and two N atoms of the phendione. According to 
DFT-calculations,  the  value  of  energy  gap  be-
tween   HOMO  and   LUMO  of  complex  is  small 
(-0.981 eV), thus, [Cu(phendione)L2] refers to soft 

molecules. This  compound causes pronounced 
cytotoxic effect against HepG2 and MCF-7 cells in 
0.1−25 concentration range which is an order of 
magnitude higher than cisplatin cytotoxicity. 
[Cu(phendione)L2] is part of a series of mixed-ligand 
copper(II) complexes with HL and various oli-
gopyridines. Cytotoxicity  of  these  complexes in-
creases with  the  transition from  1,10-phenanthroline  
to 4,7-dimethyl-1,10-phenanthroline and is maximal in the  
1,10-phenanthroline-5,6-dione based complex. Thus, this 
work helps to understand structure-cytotoxic activity rela-
tionships for the oligopy-ridine based isothiazole cop-
per(II) complexes. 
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Аннотация. В данном исследовании авторами решались задачи разработки и испытания методик 
определения в пробах воды ДНК опасных вирусов папилломы человека 6-го и 16-го типов. Биоин-
формационными методами с помощью базы данных NCBI (National Center for Biotechnology 
Information) и программы BioEdit были изучены консервативные участки нуклеотидных последова-
тельностей HPV6 L1 и HPV16 L1. Всего было исследовано 135 нуклеотидных последовательно-
стей HPV6 L1 и 945 нуклеотидных последовательностей HPV16 L1. На выявленные консерватив-
ные участки нуклеотидных сиквенсов, с помощью специализированных программ (PerlPrimer 
v.1.1.21, FastPCR 6.6, Primer3Plus), было разработано 5 пар специфических праймеров. Опробовано 
несколько методик взятия проб из различных водных объектов, находящихся в районе пос. Листвянка 
(оз. Байкал). Образцы подвергались комплексной очистке от нерастворимых частиц и бактери-
ального загрязнения, затем исследовались на наличие ДНК ВПЧ с помощью ПЦР-анализа с исполь-
зованием праймеров, комплементарных генетическим последовательностям ВПЧ6 L1 и ВПЧ16 L1. 
В результате проведенных исследований в водных пробах были обнаружены ДНК ВПЧ 6-го и 16-го 
типов. Разработанные и опробованные методики взятия и исследования проб из различных вод-
ных источников Байкальской природной территории с последующим проведением ПЦР-анализа 
позволили получить положительные результаты присутствия опасных вирусов. Полагаем, что 
предложенные методики тестирования водных проб на наличие в них ВПЧ будут полезны при раз-
работке эффективного мониторинга водных объектов и сточных вод не только Байкальского, но 
и других регионов. 
 

Ключевые слова: вирус папилломы человека, ВПЧ6, ВПЧ16, ПЦР-анализ, биоинформационные ме-
тоды  
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Abstract. The present study aims to develop and test procedures for detecting the DNA of dangerous hu-
man papillomaviruses (HPV) types 6 and 16 in water samples. The conserved segments of HPV 6 L1 and 
HPV 16 L1 nucleic acid sequences were studied using bioinformatic methods with the help of the NCBI (Na-
tional Center for Biotechnology Information) database and the BioEdit program. A total of 135 nucleic acid 
sequences of HPV6 L1 and 945 nucleic acid sequences of HPV16 L1 were examined. Five pairs of specific 
primers were developed for the identified conserved segments of nucleic acid sequences using specialized 
programs (PerlPrimer v.1.1.21, FastPCR 6.6, and Primer3Plus). In addition, several procedures for collecting 
samples from various water bodies located near Listvyanka settlement (Lake Baikal) were tested. The sam-
ples were subjected to comprehensive purification from insoluble particles and bacterial contamination to be 
tested for the presence of HPV DNA via PCR analysis using primers complementary to the nucleic acid se-
quences of HPV6 L1 and HPV16 L1. The conducted studies revealed HPV 6 and HPV 16 DNA in the water 
samples. Due to the use of the developed and tested procedures for collecting and examining samples from 
various water sources in the Baikal Natural Territory followed by a PCR analysis, it was possible to detect the 
presence of dangerous viruses. The proposed procedure of testing water samples for the presence of HPV 
can be useful in developing effective monitoring of water bodies and wastewater both in Baikal and other 
regions. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Вирусы папилломы человека (ВПЧ) – это 

большая группа патогенных генетически разно-
родных ДНК-содержащих вирусов, которая полу-
чила довольно широкое распространение в че-
ловеческой популяции. Сам по себе ВПЧ не яв-
ляется смертельно опасным заболеванием, риск 
летального исхода возникает при трансформа-
ции новообразований в злокачественные опухо-
ли. Поэтому среди папилломавирусов выделяют 
виды с низким и высоким онкогенным риском.  

Наиболее известной формой рака, вызван-
ной ВПЧ, является рак шейки матки, за 70% слу-
чаев рака шейки матки ответственны вирусы  
16-го и 18-го типов. В ряде стран распространен-
ность ВПЧ-инфекции у женщин оценивается  
в 40–80%, а вероятность персистенции ВПЧ-
инфекции – в 80–90% [1, 2]. По данным Всемир-
ной организации здравоохранения, этот вид рака 
занимает четвертое место в мире по распро-
страненности и является причиной 7,5% всех 
случаев смерти от онкологических заболеваний. 
Например, только в 2018 г. в мире от этого забо-
левания скончалось 311000 женщин

1
. По много-

летним наблюдениям российских ученых, смерт-
ность от рака шейки матки в нашей стране со-
ставила в среднем 6000 женщин ежегодно (в пе-

риод 2005–2015 гг.) [4]. ВПЧ 6-го типа приводит к 
образованию остроконечных кондилом и может 
провоцировать развитие респираторного папил-
ломатоза, при котором опухоли образуются в 
дыхательных путях, идущих от носа и полости 
рта в легкие.  

Основной метод защиты от ВПЧ – своевре-
менная вакцинация. В некоторых странах она 
проводится девочкам начиная с 9–11 лет, а в 
США и Канаде прививка делается и мальчикам 
для снижения числа носителей вируса. Понимая 
угрозу распространения ВПЧ, в США, например, 
ежегодные расходы на цели профилактики и 
борьбы с ВПЧ-ассоциированными болезнями 
составляют около 3 млрд долл. [5, 6]. В России 
вакцинация не является обязательной и не входит 
в национальный календарь профилактических 
прививок, однако она рекомендована Союзом пе-
диатров России, и многие регионы выделяют 
средства на бесплатную вакцинацию девочек

2
.  

Считается, что папилломавирусы имеют до-
статочно высокую устойчивость к воздействию 
внешних факторов: хорошо переносят высокие 
температуры, воздействие ультрафиолетовых 
лучей, эфира, хлороформа и других химических 
веществ [7, 8]. Подтверждением этому служит 
ряд исследований ученых разных стран, в ходе 

   

1
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able from: https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/human-papillomavirus-(hpv)-and-cervical-cancer 
[Accessed 12

th
 October 2020]. 

2
Кодзаева Н. Лечение ВПЧ [Электронный ресурс] // Медпортал. URL: https://medportal.ru/enc/infec-

tion/std/lechenie-vpch/ (15.04.2021). 
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которых присутствие ВПЧ обнаружено в водое-
мах и сточных водах [9–17]. Принято считать, что 
основным путем передачи инфекций ВПЧ явля-
ется генитальный контакт. Однако есть подтвер-
жденные случаи инфицирования ВПЧ лиц, не 
вступавших в половые отношения [7, 8, 18]. По-
скольку папилломавирусы могут передаваться 
не только половым путем, присутствие ВПЧ в 
водоемах создает потенциальную угрозу пере-
дачи инфекции через контакт с водой.  

Исследования различных водоемов, находя-
щихся вблизи населенных пунктов, а также сточ-
ных вод на наличие в них ВПЧ стали проводиться 
относительно недавно. Нам не удалось обнару-
жить информацию о проведении подобных иссле-
дований в Байкальском регионе, хотя, согласно 
медицинской статистике, уровень ВПЧ-ассо-
циированных заболеваний как в России в целом, 
так и в Иркутской области остается крайне высо-
ким [4, 19].  

Нашей целью являлась разработка и испы-
тание методик взятия проб воды и их комплекс-
ной очистки от нерастворимых частиц и бактери-
ального загрязнения с последующим проведени-
ем ПЦР-анализа для выявления ДНК вирусов 
папилломы человека. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
1. Разработка дизайна специфических 

праймеров, необходимых для проведения  
ПЦР-анализа: 

– множественное нуклеотидное выравнива-
ние различных изолятов HPV6 L1, HPV16 L1. 
Поиск нуклеотидных последовательностей раз-
личных изолятов ВПЧ6 и ВПЧ16 осуществляли с 
помощью крупнейшей базы данных генетических 
последовательностей NCBI (GenBank). Инфор-
мация в NCBI находится в свободном доступе. 
Для получения необходимых нуклеотидных 
сиквенсов использовался персональный компь-
ютер с доступом в сеть «Интернет». Последова-
тельности HPV6 L1 и HPV16 L1, кодирующие ос-
новной поверхностный белок L1 папилломавиру-
сов человека, сохранялись в виде массивов дан-
ных в формате txt. Определение консервативных 
участков в нуклеотидных последовательностях 
HPV6 L1 и HPV16 L1 осуществляли с помощью 
редактора множественного выравнивания нук-
леотидных и аминокислотных последовательно-
стей BioEdit (версия 7.2.5.) и программы Clustal 
Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). 
Для множественного нуклеотидного выравнива-
ния HPV6 L1 использовали 139 сиквенсов. Вы-
равнивание проводили относительно “HG793924.1” 
Human papillomavirus type 6 complete genome, 
isolate 116 (NCBI). Множественное нуклеотидное 
выравнивание проводили с использованием 945 
сиквенсов HPV16 L1. Выравнивание осуществ-
ляли относительно “U37217.1” Human papilloma-
virus type 16 variant L1 and L2 capsid protein 

genes, complete cds (NCBI); 
– подбор специфических праймеров к HPV6 L1 

и HPV16 L1 с помощью бионформационных про-
грамм. Дизайн специфических праймеров, необ-
ходимых для проведения ПЦР-анализа, разраба-
тывали с помощью специализированных программ 
PerlPrimer (версия 1.1.21), FastPCR (версия 6.6) и 
Primer3Plus. Для этого нуклеотидные сиквенсы 
HPV6 L1 и HPV16 L1 загружали в указанные выше 
программы, которые позволяли вычислять опти-
мальные пары специфических праймеров. Из 
предложенных вариантов праймеров отбирались 
те пары, которые были комплементарны выявлен-
ным консервативным участкам последовательно-
стей ДНК папилломавирусов. 

2. Методики взятия и обработки образцов 
из различных водных источников: 

а) методика взятия проб воды и последую-
щая их очистка от нерастворимых частиц и 
бактериального загрязнения:  

– в стерильные пластиковые емкости объе-
мом 500 мл (Corning) помещали образцы быто-
вых стоков; взятие образцов производили из 
разных водных объектов или из одного, но с ин-
тервалом 5 мин; всего использовали 6 пластико-
вых емкостей на одну точку пробоотбора; 

– после взятия образцов пластиковые емко-
сти закупоривались, их поверхность обрабаты-
валась дезинфицирующим раствором 96%-го 
этилового спирта и 3%-й перекиси водорода); 

– после маркировки пластиковые емкости с 
пробами воды упаковывались в теплоизоляци-
онный контейнер, не пропускающий солнечный 
свет; 

– очистка образцов от крупных частиц осу-
ществлялась с помощью центрифугирования в 
следующих условиях: 4000 g, 15 мин при 4 ºС 
(KR 22i Jouan, Франция, центрифужные пробирки 
на 50 мл); 

– очистка образцов от мелких частиц и бак-
терий производилась путем центрифугирования 
в следующих условиях: 10000 g, 15 мин при 4 ºС 
(KR 22i Jouan, Франция, центрифужные пробирки 
также на 50 мл); 

– окончательная очистка образцов бытовых 
стоков от бактерий осуществлялась с помощью 
фильтрации через бактериальные фильтры с диа-
метром пор 0,2 мкм (Whatman, GE Healthcare); 

– выделение вирусной ДНК из очищенных 
образцов осуществляли с помощью ультрацен-
трифужных модулей Amicon Ultra-15 (Millipore, 
Ирландия), для этого использовалась центрифу-
га СМ-6М.01 (ELMI, Латвия) с адаптером для 
пробирок типа Фалькон на 50 мл. 

Дополнительным этапом было концентрирова-
ние и очистка вирусной ДНК с помощью реактива 
TRI REAGENT (Molecular Research Center, Inc., 
США). Образцы вирусной ДНК переносились в про-
бирки объемом 50 мл типа Фалькон (SARSTEDT, 
Германия), которые при необходимости помеща-
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лись в низкотемпературный холодильник на -80 ºС. 

б) методика взятия образцов из различных 

водных источников, включая сточные воды, с 
помощью набора “для концентрирования виру-
сов из расфасованных вод и экстрактов пище-
вых продуктов” (РНПЦ эпидемиологии и микро-
биологии, Беларусь): 

– водные образцы помещались в стерильные 
пластиковые емкости; 

– во вскрытые в стерильных условиях емко-
сти вносили по 0,25 г адсорбента из набора; ем-
кости закрывали и помещали на шуттель-
аппарат или шейкер для встряхивания;  

– пробирку с адсорбентом центрифугировали 
при 2000 об./мин, после чего удаляли суперна-
тант, а осадок промывали в 3 мл стерильной би-
дистиллированной воды, затем центрифугиро-
вали при 2000 об./мин; 

– адсорбент заливали 3-мя мл элюента из набо-
ра и встряхивали на шуттель-аппарате или шейкере, 
затем центрифугировали при 2000 об./мин; отбирали 
супернатант в пробирку, куда помещали ПЭГ-6000 
из набора; смесь перемешивали и инкубировали 
при 4 ºС в течение 12 ч; 

– после инкубации суспензию центрифугиро-
вали при 4000 об./мин в течение 1,5 ч; суперна-
тант удаляли, а осадок ресуспендировали в 200 мкл 
стерильной бидистиллированной воды и замо-
раживали при -20 ºС. 

Дополнительным этапом было концентриро-
вание и очистка вирусной ДНК с помощью реак-
тива TRI REAGENT. 

в) методика взятия образцов из различных 
водных источников, включая сточные воды, с 
помощью набора “для концентрирования виру-
сов из питьевой воды в системе децентрали-
зованного хозяйственно-питьевого водоснаб-
жения, поверхностных и сточных вод” (РНПЦ 
эпидемиологии и микробиологии, Беларусь):  

– пакет с адсорбентом из набора помещали в 
водоисточник на глубину 10–15 см от поверхно-
сти на 24 ч; 

– для элюирования вирусных частиц пакет с 
адсорбентом помещали в чашку Петри и вскры-
вали его; к адсорбенту приливали 3 мл элюента, 
затем полученную взвесь инкубировали при ком-
натной температуре; 

– взвесь адсорбента помещали в пробирку и 
центрифугировали при 2000 об./мин; суперна-
тант помещали в пробирку и добавляли 2 объе-
ма хлороформа; полученную смесь встряхивали, 
а затем центрифугировали при 2000 об./мин; су-
пернатант помещали в стерильную пробирку и 
хранили при -20 ºС. 

Дополнительным этапом было концентриро-
вание и очистка вирусной ДНК с помощью TRI 
REAGENT. 

г) методика взятия образцов из различных 
водных источников, включая сточные воды, с 
помощью набора “для концентрирования виру-

сов из, поверхностных вод, водоисточников и 
колодцев” (РНПЦ эпидемиологии и микробиоло-
гии, Беларусь): 

– волокнистый фильтр помещали в водо-
источник на глубину 10–15 см; время экспозиции 
фильтра зависело от скорости течения воды и 
могло варьировать от 2 до 10 ч:  

– для элюирования вирусных частиц в ем-
кость с фильтром приливали 45 мл элюента и 
инкубировали; 

– к полученному элюату добавляли ПЭГ-6000 
из набора. Смесь перемешивали и помещали на 
10–12 ч для инкубации при температуре 4-6 ºС; 

г) полученную суспензию центрифугировали 
при 3000 об./мин. Супернатант удаляли, а для 
исследования оставляли нижнюю фазу объемом 
5 мл;  

д) удаление бактериальной флоры осу-
ществляли с помощью хлороформа. 

Дополнительным этапом было концентриро-
вание и очистка вирусной ДНК с помощью TRI 
REAGENT. 

3. ПЦР-анализ проб воды. Для определения в 
образцах водных проб наличия ДНК высокопато-
генных типов папилломавирусов использовали 8 
пар праймеров. Так как мы не обладали инфор-
мацией о том, какие изоляты ВПЧ распростране-
ны в нашем регионе, было принято решение ис-
пользовать праймеры GP5+/6+, созданные к вы-
сококонсервативным участкам HPV6 L1 и 
HPV16 L1 [20, 21]. Использовались также 5 пар 
праймеров собственного дизайна. 

Полимеразную цепную реакцию осуществля-
ли в ДНК-амплификаторах GENE CYCLER (Bio-
Rad, Япония) и Мastercycler personal (Eppendorf, 
Германия). Для ПЦР использовали 3 вида набо-
ров: ReadyMix (Sigma-Aldrich, США), К001 и К002 
(SibEnzyme, Россия).  

Этапы ПЦР-анализа с использованием набо-
ра ReadyMix проводили в следующих темпера-
турных режимах:  

– инициирующая денатурация – 94 ºC, 5 мин;  
– 35 циклов амплификации: денатурация – 95 ºС, 

45 с (отжиг для каждой пары праймеров подби-
рался индивидуально, 45 с), и элонгация – 72 °C, 
2 мин;  

– заключительная элонгация – 72 °C, 5 мин. 
ПЦР с использованием наборов К001 и К002 

проводили в следующем температурном режи-
ме:  

– инициирующая денатурация (94 ºC, 3 мин., 
80 ºC, 30 сек); 

– 30 циклов амплификации: денатурация (95 °С, 
15 сек), отжиг для каждой пары праймеров под-
бирался индивидуально (30 сек) и элонгация (72 °C, 
2 мин); 

Качество ПЦР-продукта определяли с помо-
щью аппарата для проведения электрофорети-
ческого разделения нуклеиновых кислот Mini gel 
unit, (Amersham Biosciences, США) в 1,2–1,7%-м 
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агарозном геле (GE Healthcare, Швеция; Диаэм, 
Россия; Biotechnology, США) с окрашиванием 
бромистым этидием и визуализацией на гель-
документирующей системе GelDoc XR+ (Bio-Rad, 
США). 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
В результате нуклеотидного выравнивания 

были определены консервативные участки 
сиквенса HPV6 L1 и HPV16 L1. При выявлении 
консервативных участков у HPV16 L1 возникли 
некоторые сложности, связанные с большим ко-
личеством выравниваемых последовательно-
стей, при которых наблюдалось значительное 
различие между сиквенсами. В итоге удалось 
обнаружить малое количество участков, которые 
у всех 945 нуклеотидных последовательностей 
были идентичны. Успешная разработка эффек-
тивных праймеров в таких условиях показалась 
маловероятной, поэтому было решено в каче-
стве консервативных участков остановиться на 
тех, в которых при множественном выравнива-
нии обнаружены минимальные различия (1 нук-
леотид) у единичных изолятов.  

Используя выявленные консервативные 
участки сиквенса HPV6 L1 и HPV16 L1, с помо-
щью биоинформационных программ было раз-
работано 5 пар праймеров.  

Для последовательности HPV6 L1: 
1-ая пара: 
Forward: 5ʹ-TGTTGTGCCAAAGGTGTCAG-3ʹ 

(20 п.н.) Tm= 61,52 ºС; 
Revers: 5ʹ-GTGTCAACCATATCGCCATCC-3ʹ 

(21 п.н.) Tm= 61,64 ºС; 
2-ая пара:  
Forward: 5ʹ-ATGGCTGCAGACCCATATGG-3ʹ 

(20 п.н.) Tm= 59,9 ºС; 
Revers: 5ʹ-AGGTAATGGCCTGTGACTGC-3ʹ 

(20 п.н.) Tm= 60 ºС. 
Для последовательности HPV16 L1: 
1-ая пара: 
Forward: 5ʹ-CTGTGTAGGTGTTGAGGTAGG-3ʹ 

(21 п.н.) Tm=59,94 ºС; 
Revers: 5ʹ-TGTAGAGGTAGATGAGGTGG-3ʹ 

(20 п.н.) Tm=57,73 ºС; 
2-ая пара:  
Forward: 5ʹ-CTGTGTAGGTGTTGAGGTAGG-3ʹ 

(21 п.н.) Tm=59,94 ºС; 
Revers: 5ʹ-AGCCTGTAATGTAGTAAAGTCC-3ʹ 

(22 п.н.) Tm=57,74 ºС;  
3-я пара: 
Forward: 5ʹ-CTACTTGCAGTTGGACATCCC-3ʹ 

(21 п.н.) Tm= 56,19 ºС; 
Revers: 5ʹ-CAGCCGCTGTGTATCTGGATT-3ʹ 

(21 п.н.) Tm= 56,7 ºС. 
Для испытания представленных выше мето-

дик были взяты водные образцы из оз. Байкал в 
районе п. Листвянка. Отмечено, что все методи-
ки взятия образцов оказались достаточно эф-
фективными и позволили получить искомые ре-
зультаты. При этом методики а и б являются 
наиболее универсальными и позволяют брать 
пробы из любых водоисточников и с любой глу-
бины, а методика б является также более про-
стой в реализации и позволяет получать не 
только вирусную ДНК, но и вирусные частицы. 
Методика в дает возможность брать пробы с не-
большой глубины и позволяет обнаружить даже 
небольшое количество вирусного материала в 
большом объеме воды. Методику г целесооб-
разно применять для водоисточников с умерен-
ным и сильным потоком воды. 

В результате ПЦР-анализа водных проб, взя-
тых в районе пляжа п. Листвянка у береговой 
черты, были обнаружены ДНК папилломавиру-
сов 6-го и 16-го типов (рис. 1, 2). 

 

 
 

Рис. 1. Электрофоретическое разделение продуктов амплификации, полученных с использованием образцов,  
взятых в районе пляжа в п. Листвянка (оз. Байкал). Пара праймеров к HPV6 L1 (571 п.н.). Примечание:  

1, 8 – ДНК маркер на 100 bp (СибЭнзим); 2 – контрольный образец (дистиллированная вода); 3-7 – исследуемые образцы 
 

Fig. 1. Electrophoretic separation of amplification products obtained using samples taken 
in the beach area in Listvyanka (Lake Baikal). A pair of primers for HPV6 L1 (571 bp): 

1, 8 – DNA marker per 100 bp (SibEnzyme); 2 – control sample (distilled water); 3-7 – tested samples 
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Рис. 2. Электрофоретическое разделение продуктов амплификации, полученных с использованием образцов,  
взятых в районе пляжа п. Листвянка (оз. Байкал). Пара праймеров к HPV16 L1 (342 п.н.): 

1 – ДНК маркер на 100 bp (Bioron, Германия); 2 – контрольный образец (дистиллированная вода); 
3 – контрольный образец (водопроводная вода); 4–8 – исследуемые образцы 

 

Fig. 2. Electrophoretic separation of amplification products obtained using samples taken 
in the beach area of Listvyanka (Lake Baikal). A pair of primers for HPV16 L1 (342 bp): 

1 – DNA marker at 100 bp (Bioron, Germany); 2 – control sample (distilled water); 
3 – control sample (tap water); 4–8 – tested samples 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Опробованные нами методики взятия и ис-

следования проб из различных водных источни-
ков в районе п. Листвянка с последующим про-
ведением ПЦР-анализа позволили получить ис-
комые положительные результаты. Анализ при-
брежных вод, проведенный с помощью указан-
ных выше методик, показал присутствие ДНК 

патогенных вирусов папилломы человека 6-го и 
16-го типов. 

Полагаем, что предложенные методики те-
стирования водных проб на наличие в них ВПЧ 
будут полезны при разработке эффективного 
мониторинга водных объектов и сточных вод не 
только Байкальского, но и других регионов. 
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Аннотация. Одна из проблем при введении в культуру in vitro земляники связана с ингибированием 
процессов органогенеза продуктами фенольного окисления. Кроме того, важную роль играет подбор 
регуляторов роста, увеличивающих меристематическую активность клеток и пролиферацию побе-
гов на стадии индукции органогенеза. Целью данного исследования являлось получение жизнеспособ-
ной культуры апикальных меристем земляники садовой и изучение влияния различных типов антиок-
сидантов (восстановленного глутатиона, (ВГ) и нового препарата – механокомпозита (МК) на основе 
биогенного кремния и катехинов зеленого чая, регуляторов роста растений (6-бензиламинопурина, 
(БАП) и тидиазурона (ТДЗ)) на инициацию образования пазушных побегов в культуре меристем земля-
ники садовой. В качестве первичных эксплантов для введения земляники садовой в культуру in vitro ис-
пользовали верхушечные почки, содержащие апикальную меристему и два листовых примордия, изоли-
рованные из столонов двух сортов земляники садовой – Солнечная полянка и Фестивальная ромашка. 
Впервые обнаружено, что МК обладает более высокой антиоксидантной активностью по сравнению с 
ВГ, снижает потемнение исходных эксплантов и увеличивает регенерацию до 13,0% при p≤0,05. Более 
того, комбинация МК с регуляторами роста в питательной среде продемонстрировала наилучшее 
влияние на формирование микропобегов на экспланте в конце этапа введения в культуру in vitro. При 
этом влияние сорта земляники на регенерацию эксплантов и количество микропобегов на экспланте 
было незначительным. Методика использования МК в качестве эффективного антиоксиданта на 
этапе введения в культуру может быть использована для крупномасштабного размножения земляни-
ки садовой in vitro. Экологичность технологии получения МК из растительных отходов является за-
метным преимуществом его использования в технологиях in vitro. 
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Abstract. The initiation of strawberries into in vitro culture is known to be complicated by the inhibition of 
organogenesis by phenolic oxidation products. An important role in this process is given to the selection of 
growth regulators that increase meristematic cell activity and shoot proliferation at the stage of organogene-
sis induction. The present study aims to obtain a viable apical meristem culture of garden strawberry and to 
study the effect of different antioxidants (reduced glutathione (RG); a new preparation, i.e., a mechanical 
composite (MC) on the basis of biogenic silicon and green tea catechins and plant growth regulators  
(6-benzylaminopurine; thidiazuron) on the initiation of axillary shoot formation in strawberry meristem culture. 
Terminal buds containing an apical meristem and two leaf primordia isolated from the stolons of two garden 
strawberry cultivars (Sunny Meadow and Festival Chamomile) were used as primary explants for the initia-
tion of strawberries into in vitro culture. It was found for the first time that the MC exhibits higher antioxidant 
activity as compared to reduced glutathione, reduces darkening of initial explants, as well as enhancing re-
generation up to 13.0% at p ≤ 0.05. Furthermore, the best effect on the formation of microshoots per explant 
is observed toward the end of material introduction into in vitro culture when combining the MC with growth 
regulators in the culture medium. Here, the effect of strawberry cultivar on explant regeneration and the 
number of microshoots per explant are insignificant. It is concluded that the procedure for using the MC as 
an effective antioxidant during material initiation into the culture can be applied to the large-scale in vitro 
propagation of garden strawberries. Moreover, the technology for obtaining the MC from plant waste is envi-
ronmentally friendly, which is a significant advantage for its use in in vitro technologies. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Земляника садовая (Fragaria × ananassa 

(Duchesne ex Weston) Duchesne ex Rozier) зани-
мает лидирующие позиции в мире среди ягодных 
культур по площадям и продуктивности благода-
ря высокой способности к вегетативному раз-
множению, скороплодности и быстрой отдаче 
урожая. По данным Продовольственной и сель-
скохозяйственной организации ООН, мировое 
производство плодов земляники за последние 20 
лет увеличилось в 2,5 раза

1
. В связи с расшире-

нием производства земляники в мире растет по-
требность в получении высококачественного по-
садочного материала. В системе производства 
посадочного материала ягодных культур широко 
применяется клональное микроразмножение, к 
преимуществам которого относятся: возмож-
ность получения оздоровленных растений, высо-
кий коэффициент размножения, проведение ра-
бот в течение года и экономия площадей, необ-
ходимых для выращивания культур. Известно, 
что включение методов in vitro в технологию 
производства посадочного материала перспек-
тивных сортов земляники повышает рентабель-
ность производства по сравнению с традицион-
ными методами примерно в 1,5–2 раза [1, 2]. 
Обязательным условием клонального микрораз-
множения является использование материала, 
полностью сохраняющего генетическую ста-
бильность на всех этапах процесса – от эксплан-
та до растений в поле. Этим требованиям удо-
влетворяют апексы и пазушные почки побегов, 
содержащие меристематические ткани. Основ-
ные проблемы при введении в культуру in vitro 
меристем земляники садовой связаны с боль-
шим процентом контаминации и ингибированием 
процессов органогенеза продуктами фенольного 
окисления [3]. Поэтому получение асептической 
культуры и подбор препаратов-антиоксидантов, 
уменьшающих некроз тканей при введении в 
культуру in vitro, являются необходимыми прие-
мами в протоколах клонального микроразмноже-
ния. В предыдущих исследованиях нами были 
показаны рострегулирующая и адаптогенная ак-
тивности механокомпозита, полученного на ос-
нове аморфного диоксида кремния из шелухи 
риса и флавоноидов зеленого чая на этапах уко-
ренения in vitro и адаптации ex vitro [4, 5]. По-
скольку механокомпозит  содержит катехины и 
соединения кремния, обладающие антиокси-
дантными свойствами [6, 7], нами впервые про-
ведено исследование потенциального антиокси-
дантного действия этого экологически безопас-
ного препарата на начальных этапах введения в 

культуру эксплантов земляники, результаты ко-
торого представлены в настоящей работе. Ис-
пользование «зеленой химии» (механокомпози-
та) в качестве ингибитора фенольного окисления 
в условиях in vitro может стать технологией, при-
знанной и востребованной на мировом уровне. 

Среди факторов, способствующих увеличе-
нию меристематической активности клеток и 
пролиферации побегов в индукционной фазе, 
важную роль играют регуляторы роста. Эффек-
тивным индуктором органогенеза у многих видов 
растений, в том числе плодово-ягодных, являет-
ся тидиазурон (ТДЗ) – синтетический регулятор 
роста, производный дифенилмочевины [8–10]. 
По сравнению с цитокининами аминопуринового 
ряда ТДЗ при более низких концентрациях спо-
собствует адвентивному побегообразованию у 
F. × ananassa из листовых и флоральных экс-
плантов [11–18]. Однако эффект ТДЗ на индук-
цию органогенеза в культуре меристем земляни-
ки исследован на ограниченном количестве сор-
тов [19, 20]. Поскольку морфогенетический по-
тенциал культивируемых тканей во многом зави-
сит от генотипа и условий культивирования, раз-
работка эффективной и воспроизводимой си-
стемы регенерации под воздействием ТДЗ в 
условиях in vitro для сортов F. × ananassa – акту-
альная задача. В связи с этим целью данного 
исследования являлось получение жизнеспо-
собной культуры апикальных меристем земляни-
ки садовой и изучение влияния разных типов 
антиоксидантов и регуляторов роста на процес-
сы инициации пазушного побегообразования у 
эксплантов.  

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Биологическими объектами исследований яв-

лялись сорта земляники садовой (F. × ananassa): 
Солнечная полянка, Фестивальная ромашка, 
предоставленные В. И. Лутовым (Сельскохозяй-
ственная артель «Сады Сибири», Новосибир-
ская обл., пос. Ленинский). Изучаемые сорта ха-
рактеризуются высокими показателями основных 
хозяйственно ценных признаков в условиях Запад-
ной Сибири [21, 22].  

Для введения в культуру in vitro использова-
ли столоны изучаемых сортов в начале их отрас-
тания, которые брали с двухлетних опытных рас-
тений с начала июня до середины июля в 2019 и 
2020 гг., произрастающих на экспериментальном 
участке лаборатории биотехнологии Централь-
ного сибирского ботанического сада (ЦСБС) СО 
РАН (г. Новосибирск). Перед введением в куль-
туру in vitro растительный материал отмывали в 

   

1
FAOSTAT. Agricultural statistics database. 2017. Available from: http://faostat.fao.org [Accessed 08th April 2021]. 
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течение 30 мин в проточной воде с использова-
нием моющего средства Fairy (Procter & Gamble). 
Поверхностную стерилизацию проводили сле-
дующим образом: растительный материал по-
гружали в 1,0%-й раствор гипохлорита натрия на 
10 мин, затем дважды (по 10 мин) промывали в 
стерильной дистиллированной воде и погружали 
в 70%-й раствор этилового спирта на 2 с. За-
вершающим этапом стерилизации являлась об-
работка 0,1%-м раствором нитрата серебра в 
течение 5 мин с последующим трехкратным 
промыванием в стерильной дистиллированной 
воде в течение 10 мин. 

После стерилизации верхушку побега отсе-
кали и помещали в чашку Петри с 0,25%-м рас-
твором аскорбиновой кислоты, где под стерео-
микроскопом МСП-1 (АО «Ломо», Россия) при 
увеличении ×40 изолировали эксплант. Для 
культивирования in vitro брали экспланты длиной 
около 0,5 мм, включающие конус нарастания с 
двумя листовыми примордиями. На первом эта-
пе экспланты культивировали в течение 3-х суток 
без доступа света на питательной среде Гамбор-
га – Эвелега (В5) [23], дополненной антиокси-
дантами и регуляторами роста. В качестве анти-
оксидантов использовали восстановленный глу-
татион (ВГ) в концентрации 100,0 мг/л или новый 
рострегулирующий препарат на основе биоген-
ного диоксида кремния из шелухи риса и флаво-
ноидов зеленого чая (механокомпозит, МК) в 
концентрации 20,0 мг/л (разработка Института 
химии твердого тела и механохимии СО РАН, 
г. Новосибирск). Химический состав МК, %: экс-
трактивные вещества – 16,3±1,1; гемицеллюлоза 
– 22,3±0,8; лигнин – 20,2±1,5; целлюлоза – 
38,9±2,0; катехины – 1,4±0,2; водорастворимый 
мономерный кремний – 34,0±0,7 мг/л. Массовое 
соотношение рисовой шелухи и зеленого чая в 
МК составляет 10:1 [4]. Для инициации прямого 
органогенеза применяли синтетические цитоки-
нины – тидиазурон (ТДЗ) в концентрации 
0,02 мг/л или 6-бензиламинопурин (БАП) в кон-
центрации 1,0 мг/л. Концентрации ВГ и БАП по-
казали свою эффективность в предыдущих ис-
следованиях [24], концентрации МК и ТДЗ подо-
браны экспериментальным путем. В качестве 
контроля использовали безгормональную среду 
В5 с исследуемыми антиоксидантами. 

По истечении 3-х суток культуры переносили 
в условия 16-часового фотопериода с интенсив-
ностью освещения 4000 лк люминесцентными 
лампами дневного света при температуре 
23±2 ºС. Через 7 суток культивирования подсчи-
тывали процент стерильных эксплантов как от-
ношение количества незараженных эксплантов к 
их общему количеству. В конце этапа введения в 
культуру in vitro (через 60 суток) оценивали про-
цент регенерации (отношение количества экс-
плантов с развитыми побегами к общему коли-
честву эксплантов) и количество микропобегов, 

сформировавшихся на экспланте. 
Оценку внешней морфологии эксплантов с 

индуцированными побегами проводили с ис-
пользованием стереомикроскопа Carl Zeiss 
Stereo Discovery V12 c цветной цифровой каме-
рой высокого разрешения AxioCam HRc (Герма-
ния) и программой AxioVision 4.8 (Германия) для 
получения, обработки и анализа изображений.  

Экспланты вводили в культуру в количестве 
45 штук для каждого варианта опыта и генотипа. 
Статистическую обработку полученных данных 
проводили с помощью программы StatSoft 
Statistica 10.0. Результаты представлены в виде 
средних значений и стандартных ошибок (М±m). 
Для сравнения средних значений независимых 
выборок использовали многоранговый тест Дун-
кана. Различия между средними значениями ис-
следуемых показателей считали статистически 
значимыми при достигнутом уровне значимости 
p<0,05. Оценку влияния факторов «антиокси-
дант», «регулятор роста» и «сорт» на процессы 
регенерации и органогенеза оценивали с помо-
щью многофакторного дисперсионного анализа. 
Влияние факторов на исследуемые показатели 
считали статистически значимым при достигну-
том уровне значимости p<0,05. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
При практическом использовании культуры 

изолированных тканей и органов для массового 
размножения земляники важно разработать эф-
фективные протоколы получения растений-
регенерантов из эксплантов различного проис-
хождения. Апикальные меристемы являются ча-
сто используемым типом эксплантов для тира-
жирования растений в условиях in vitro, посколь-
ку способствуют получению посадочного мате-
риала, оздоровленного от бактериальных, гриб-
ных и вирусных болезней, накапливающихся в 
растениях открытого грунта. 

Высокая степень контаминации столонов 
земляники привела к необходимости использо-
вания последовательной стерилизации дезин-
фицирующими растворами этилового спирта, 
гипохлорита натрия и азотнокислого серебра. 
Так, применяемый режим стерилизации расти-
тельного материала оказался эффективным, 
выход неинфицированных апикальных меристем 
составил 51,4±9,7 и 65,0±4,1% для сортов Сол-
нечная полянка и Фестивальная ромашка соот-
ветственно. Кроме того, использованный в 
нашем эксперименте режим стерилизации не 
только освобождал экспланты от контаминации, 
но и не подавлял их развитие, способность кле-
ток растений к регенерации сохранялась (рис. 1). 
Однако основной проблемой на этапе инициации 
органогенеза in vitro из апикальных меристем 
земляники является окисление вторичных со-
единений (фенолы, терпены и другие вещества) 
фенолазами [25], приводящее к потемнению 
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изолированных тканей эксплантов. В свою оче-
редь продукты окисления полифенолов обычно 
ингибируют деление и рост клеток, что ведет к 
гибели первичного экспланта или к уменьшению 
способности тканей к регенерации пазушных по-
чек [26]. Контролировать накопление полифено-
лов можно добавлением антиоксидантов в пита-
тельную среду. В наших экспериментах для сни-
жения токсичного действия полифенолов на эта-
пе введения в культуру in vitro меристемы зем-
ляники изолировали в растворе аскорбиновой 
кислоты, затем культивировали в темноте, а 
также включали в состав питательных сред 
наиболее часто используемый антиоксидант – 
ВГ, и новый препарат из возобновляемого расти-
тельного сырья – МК. В ходе экспериментов 
определено, что меристемы сорта Солнечная 
полянка на питательных средах без регуляторов 
роста обладали меньшим регенерационным по-
тенциалом (от 0 до 11,2% в зависимости от типа 
антиоксиданта) по сравнению с меристемами 
сорта Фестивальная ромашка (от 30,5 до 38,9%) 
(рис. 1). Определенная изменчивость регенера-
ции при введении апикальных меристем in vitro 
может быть обусловлена индивидуальными осо-
бенностями сортов, связанными с интенсивно-
стью выделения фенолов в питательную среду, 
и, как следствие, жизнеспособностью эксплантов 
при дальнейшем культивировании. Влияние ге-
нотипа на способность к регенерации, его реак-

ция на компоненты питательной среды подтвер-
ждают многие исследователи, поэтому индиви-
дуальная разработка эффективных и воспроиз-
водимых систем регенерации для каждого сорта 
является обоснованным этапом в работах по 
клональному микроразмножению [27–30]. Ис-
пользование МК в качестве антиоксиданта уве-
личивало регенерационную способность (до 
13,0%) апикальных меристем обоих сортов по 
сравнению с ВГ (p<0,05). Среди биологически 
активных веществ, содержащихся в зеленом чае, 
основными антиоксидантными компонентами 
являются катехины, нейтрализующие активные 
формы кислорода [31]. Можно предположить, что 
применение МК изменяет окислительный мета-
болизм и уменьшает предрасположенность тка-
ней эксплантов земляники к повреждающему 
действию продуктов фенольного окисления в 
условиях in vitro. 

Среди факторов, способствующих увеличе-
нию меристематической активности клеток и 
пролиферации побегов, наиболее эффективным 
является использование регуляторов роста ци-
токининового типа в индукционной фазе регене-
рации эксплантов. Хотя в коммерческом размно-
жении земляники наиболее часто используемым 
цитокинином является БАП [32, 33], в последнее 
время благодаря эффективности внимание к се-
бе привлекает ТДЗ как мощный триггер органо-
генеза у плодово-ягодных растений [10].» 

 

 
 

Рис. 1. Влияние антиоксидантов (ВГ, MK) и регуляторов роста (БАП, ТДЗ, 
0 – среда без регуляторов роста) на регенерацию эксплантов сортов F. × ananassa Солнечная полянка 

и Фестивальная ромашка через 60 суток культивирования. Данные представлены в виде M±m; значения 
в столбцах, обозначенные разными буквами, имеют статистически значимое отличие друг от друга 

в соответствии с тестом Дункана (p<0,05) 
 

Fig. 1. Effect of antioxidants (GSH, MC) and plant growth regulators (BAP, TDZ, 
0 – medium without plant growth regulators) on the regeneration rate of F. × ananassa explants (cvs. Solnechnaya polyanka 

and Festival'naya romashka) after 60 days of cultivation. Data are presented as M±m; for variables marked 
with different letters, the difference is statistically significant according to the Duncan test (p<0.05). 

On the X-axis – Medium composition; on the Y-axis – Regeneration of explants, % 
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как мощный триггер органогенеза у плодово-
ягодных растений [10]. Эффективность ТДЗ в 
качестве индуктора морфогенеза связывают с 
его способностью ингибировать действие цито-
кининоксидазы – фермента, осуществляющего 
процесс необратимой деградации фитогормонов 
цитокининовой природы [34]. В нашем экспери-
менте использование как ТДЗ, так и БАП в со-
ставе питательных сред при введении в культуру 
in vitro стимулировало процессы регенерации и 
пролиферации в тканях первичных эксплантов у 
изучаемых сортов (рис. 2). Максимальное число 
микропобегов на экспланте (от 5±1 до 6±1 штук в 
зависимости от сорта) получено на средах с ТДЗ 
(рис. 3, c, см. рис. 2), что подтверждает промо-
торный эффект ТДЗ на морфогенетический от-
вет для ягодных культур [9]. При применении 
БАП в качестве индуктора органогенеза число 
микропобегов для сорта Фестивальная ромашка 
составило 3±1 шт., для сорта Солнечная полянка 
– 5±1 шт. (см. рис. 2). 

Следует отметить, что регенерация апикаль-
ных меристем исследуемых сортов протекала ис-
ключительно по пути прямого органогенеза 
(рис. 3, b). Выявлены сортовые различия по скоро-
сти морфогенного ответа: первые изменения на 
поверхности эксплантов (незначительное разрас-
тание ткани) отмечали через 7 суток культивиро-
вания у растений сорта Фестивальная ромашка, 
через 7–10 суток – у растений сорта Солнечная 
полянка. Развитие основного побега и образова-
ние пазушных микропочек у растений данных сор-

тов наблюдали через 20 и 25 суток соответственно 
(см. рис. 3, b). На 35–40-е сутки культивирования 
почки давали начало конгломератам микропобегов 
(см. рис. 3, c). На безгормональных средах отме-
чено развитие только основного побега. 

Результаты многофакторного дисперсионного 
анализа показали, что на этапе введения в культу-
ру in vitro земляники садовой на показатель «про-
цент регенерации эксплантов» статистически зна-
чимое влияние оказывают все три изученных фак-
тора (p<0,05) – «сорт», «регулятор роста» и «анти-
оксидант», также статистически значимое влияние 
на этот показатель обнаруживают сочетания фак-
торов «сорт + регулятор роста», «сорт + антиокси-
дант» и «регулятор роста + антиоксидант» (табли-
ца). Наибольшее влияние на процент регенерации 
эксплантов оказывает фактор «регулятор роста» 
(F = 66,20), в меньшей степени – фактор «антиок-
сидант» (F = 34,89). Фактор «сорт» и вышеуказан-
ные сочетания факторов оказывают на данный 
показатель значительно меньшее влияние 
(F = 7,13 и менее). На показатель «число микропо-
бегов» из трех исследованных факторов статисти-
чески значимое влияние обнаруживают два – «ре-
гулятор роста» и «антиоксидант», причем в боль-
шей степени имеет значение вид используемого 
регулятора роста (F = 12,11), в меньшей – вид ис-
пользуемого антиоксиданта (F = 6,23). Фактор 
«сорт», а также сочетание факторов статистически 
значимого влияния на исследуемый показатель не 
обнаруживают.  

 

 
 

Рис. 2. Влияние антиоксидантов (ВГ, MK) и регуляторов роста (БАП, ТДЗ) 
на среднее число микропобегов, формирующихся на экспланте у сортов F. × ananassa Солнечная полянка 

и Фестивальная ромашка через 60 cуток культивирования. Данные представлены в виде M±m; 
значения в столбцах, обозначенные разными буквами, имеют статистически значимое отличие друг от друга 

в соответствии с тестом Дункана (p<0,05) 
 

Fig. 2. Effect of antioxidants (GSH, MC) and plant growth regulators (BAP, TDZ) 
on the average number of microshoots per explant of F. × ananassa (cvs. Solnechnaya polyanka 

and Festival'naya romashka) after 60 days of cultivation. Data are presented as M±m; 
for variables marked with different letters, the difference is statistically significant according to the Duncan test (p<0.05) 

On the X-axis – Medium composition; on the Y-axis – Number of microshoots per explant 
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Рис. 3. Регенерация пазушных микропобегов из апикальных меристем у сорта F. × ananassa 
Солнечная полянка под действием 20,0 мг/л МК и 0,02 мг/л ТДЗ: 

a – апикальная меристема (первичный эксплант); b – регенерация микропочек на поверхности первичного экспланта 
через 25 суток культивирования; c – конгломерат микропобегов через 40 суток; 

d – микропобеги через 60 суток 
 

Fig. 3. Regeneration of axillary microshoots from the apical meristems of F. × ananassa 
(cv. Solnechnaya polyanka) under 20.0 mg/l MC and 0.02 mg/l TDZ: 

a – apical meristem (primary explant); b – regeneration of microbuds on the surface of the primary explant 
after 25 days of cultivation; c – conglomerate of microshoots after 40 days;  

d – microshoots after 60 days 

 
Результаты многофакторного дисперсионного анализа влияния факторов микроразмножения  
на показатели эффективности введения в культуру in vitro земляники садовой 
 

Results of variance analysis of micropropagation factors influence on the efficiency  
of cultivated strawberry in vitro introduction 
 

Факторы и их сочетания 

Показатели эффективности введения в культуру in vitro 

Регенерация эксплантов, % Число микропобегов на эксплант, шт. 

Значение  
критерия  

Фишера, F 

Достигнутый 
уровень  

значимости, р 

Значение  
критерия  

Фишера, F 

Достигнутый 
уровень  

значимости, р 

Регулятор роста 66,20* 0,000000 12,11* 0,000814 

Антиоксидант 34,89* 0,000004 6,23* 0,014639 
Сорт 5,46* 0,028179 0,32 0,574776 
Сорт + регулятор роста 7,13* 0,003708 1,76 0,188431 
Сорт + антиоксидант 6,67* 0,016357 0,02 0,885023 
Регулятор роста + антиоксидант 4,91* 0,016225 0,91 0,343240 

Сорт + регулятор роста +антиоксидант 2,38 0,113763 2,08 0,152737 

*Значения F для факторов и их сочетаний, влияние которых на исследуемые показатели статистически 
значимо (p<0,05). 

 
Результаты дисперсионного анализа позволя-

ют сделать заключение, что самыми важными 
факторами, влияющими на эффективность введе-

ния в культуру in vitro изученных сортов земляники 
садовой, являются типы используемых регулято-
ров роста и антиоксидантов. При этом сортовая 
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принадлежность эксплантов малозначима. В це-
лом использование в качестве антиоксиданта МК в 
сочетании с любым из исследованных регуляторов 
роста способствует более высокой регенеративной 
активности эксплантов, поэтому можно рекомен-
довать использовать MК в качестве эффективного 
антиоксиданта на этапе введения в культуру in vitro 
земляники садовой. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
В результате выполненных исследований оп-

тимизированы приемы получения жизнеспособ-
ного исходного материала из апикальных мери-
стем F. × ananassa сортов Солнечная полянка и 
Фестивальная ромашка в условиях in vitro, осно-

ванные на действии регуляторов роста БАП и 
ТДЗ и антиоксидантов ВГ и МК. Использование 
МК в сочетании с ТДЗ значительно препятство-
вало окислению фенольных компонентов, спо-
собствовало увеличению регенерации эксплан-
тов и интенсивной стимуляции образования па-
зушных микропобегов (в среднем 5–7 шт. на экс-
плант). Представленная система регенерации 
пазушных побегов из апикальных меристем зем-
ляники садовой с добавлением в состав пита-
тельной среды МК на основе антиоксидантов 
растительного происхождения и ТДЗ может быть 
полезна коммерческим предприятиям, исполь-
зующим для размножения растений технологии 
in vitro. 
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Аннотация. Разработаны теоретические основы расчета технологических показателей стацио-
нарного состояния биотехнологического процесса с нелинейной кинетикой роста микроорганизмов. 
Целью разработки являлось получение общей методологической основы для вычисления входных по-
казателей, определяющих реальное осуществление технологии с учетом всех возможных ограниче-
ний на концентрацию поступающего субстрата, Sf, г/л, и величину протока, D, ч

-1
. Разработка теории 

базировалась на использовании математической модели одного из наиболее распространенных про-
цессов получения молочной кислоты. Математическая модель включает три уравнения материаль-
ного баланса (по биомассе, субстрату и продукту) и уравнение кинетики роста микроорганизмов. По-
лучены расчетные соотношения для вычисления предельного значения величины протока, D

пред
, 

 
при 

заданном Sf, соотношения для максимального и минимального значения Sf, а также показатели Sf и D, 

обеспечивающие максимальное значение продуктивности, QP, г/(лч), где QP = PD (P – концентрация 
продукта, г/л). Разработаны соотношения для расчета показателей возможной реализации процесса 
для двух вариантов при одном и том же значении QP: при заданном Sf вычисляются два значения D и 
при заданном D вычисляются два значения Sf. Приведен численный эксперимент с использованием кон-
стант математической модели, подтвержденных исследованиями зарубежных ученых. Численный 
эксперимент проиллюстрирован портретом зависимости Sf  от D, определяющим область допусти-
мых значений Sf и D, расчет показателей по которой разделен на части по Sf. Приведены расчетные 
формулы по каждой из частей. В заключении отмечено, что разработанная теоретическая база носит 
достаточно общий характер и может быть распространена на технологии биотехнологических про-
цессов с другими кинетическими соотношениями, штаммами микроорганизмов, образующими побочные 
продукты и использующими сырье, из которого воспроизводится субстрат в процессе синтеза. 
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Abstract. The paper describes a theoretical basis developed for estimating the parameters of a steady-state 
biotechnological process characterized by nonlinear microorganism growth kinetics. This study aimed to ob-
tain a common methodological basis for estimating input parameters that determine actual technology im-
plementation, taking into account all possible restrictions on the concentration of incoming substrate Sf (g/l) 
and dilution rate D (h

-1
). The theory development was based on a mathematical model describing one of the 

most common processes of lactic acid production. This mathematical model includes three mass balance 
equations (for biomass, substrate, and product), as well as an equation of microorganism growth kinetics. 
The study established relations for calculating the ultimate value of the dilution rate D

ult
 at a given Sf, rela-

tions for the maximum and minimum values of Sf, as well as Sf and D providing the maximum productivity 
value QP, g/(l·h), where QP = PD (P – product concentration, g/l). These relations were designed to calculate 
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calculated for a given Sf and two values of Sf calculated for a given D. A numerical experiment is described 
using the constants of the mathematical model confirmed by foreign studies. This numerical experiment is 
illustrated using an Sf-D dependence pattern determining an acceptable value range for Sf and D, with the 
separate calculation of parameters according to Sf sections. For each of these sections, calculation formulas 
are provided. It is concluded that the developed theoretical basis is sufficiently general in nature to be ap-
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ating by-products and using raw materials that are employed to reproduce the substrate in the process of 
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ОБОЗНАЧЕНИЯ 

D – величина протока, ч
-1

; 
D

пред
 – предельное значение протока, ч

-1
; 

Ki – константа ингибирования субстратом, г/л; 
Km – константа насыщения субстрата, г/л; 
P – концентрация продукта, г/л; 
Pm – максимальная концентрация продукта, г/л; 
Qp – продуктивность, г/(л·ч);  
S – концентрация субстрата, г/л;  
Sf – концентрация субстрата в поступающем по-
токе, г/л;  
X – концентрация биомассы, г/л;  
µ – удельная скорость роста биомассы, ч

-1
; 

µm – максимальная удельная скорость роста 
биомассы, ч

-1
; 

YX/S – стехиометрический коэффициент, г/г; 
α – константа, г/л; 
β – константа, ч

-1
. 

 
ВВЕДЕНИЕ 
Процессы микробиологического синтеза яв-

ляются одними из важнейших при производстве 
продуктов, находящих применение в пищевой 
промышленности, фармацевтике, ветеринарии, 
сельском хозяйстве и др. Оценка показателей 

технологического процесса осуществляется с 
применением адекватных математических моде-
лей, разработанных с учетом кинетики и способа 
организации процесса и основанных на резуль-
татах экспериментальных исследований. Однако 
многообразие и специфика процессов микробио-
логического синтеза затрудняют формирование 
общего подхода к их моделированию и получе-
нию оценок технологических параметров произ-
водства. В данной публикации рассмотрен про-
цесс синтеза молочной кислоты как продукта, 
наиболее широко использующегося в мировой 
практике для целей пищевой, косметической, 
фармацевтической, текстильной и химической 
промышленности

1
 [1–4].  

Молочная кислота производится либо мик-
робной ферментацией, либо химическим синте-
зом [5, 6]. Нами рассматривается микробная 
ферментация, при которой используются гомо-
ферментативные и гетероферментативные мо-
лочные бактерии

1
. Ниже приведено обоснование 

выбора именно этого процесса, научные разра-
ботки которого позволяют наиболее полно, с 
учетом отдельных особенностей, сформулиро-
вать необходимые оценки. 

   

1
Промышленная микробиология: учеб пособие для вузов по специальности «Микробиология» и «Биология» / 

З. А. Аркадьева, А. М. Безбородов, И. Н. Блохина и др.; под ред. Н. С. Егорова. М.: Высш. шк., 1989. 688 с. 
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Молочная кислота (CH3CHOHCOOH) может 
существовать в виде двух оптических изомеров 
(рис. 1), отличающихся пространственным рас-
положением атома водорода и спиртового гид-
роксила [1]: 

 

 
 

Рис. 1. Изомеры молочной кислоты:  
а – D(-)-молочная кислота; b – L(+) молочная кислота 
 

Fig. 1. Lactic acid isomers:  
a – D(-)-lactic acid; b – L(+)-lactic acid 

 
D(-)-молочная кислота не усваивается орга-

низмом, а L(+)-молочная кислота усваивается 
полностью. Это различие в значительной степе-
ни определяет заинтересованность получения 
именно L(+)-молочной кислоты. Поскольку при 
химическом способе не удается получать чистую 
L(+)-молочную кислоту, то преимущество в этом 
случае на стороне ферментативного способа. 

Ферментативному способу получения молоч-
ной кислоты посвящен довольно большой ряд 
публикаций. Так, в работе [7] приведен перечень 
штаммов, продуцирующих молочную кислоту 
(всего 61 штамм), а также перечень способов 
ферментации (50 позиций). В обзоре [8] даны 
кинетические соотношения, учитывающие эф-
фекты ингибирования биомассой, продуктом, 
субстратом и т.п. при использовании емкостных 
ферментеров с перемешиванием среды. 

Виды используемых математических моде-
лей микробиологического синтеза отличаются 
друг от друга, при этом количество используе-
мых математических соотношений довольно 
ограничено [8–10]. При моделировании непре-
рывного процесса синтеза используются три 
уравнения баланса – по биомассе, субстрату и 
продукту соответственно [11–15]: 

 
0;X DX                             (1) 

 
1

( ) 0;
/

D S S X
YX S

  f                     (2) 

 
( ) 0,DP D X                           (3) 

 
а также уравнение удельной скорости роста 
биомассы: 
 

μ μ 1 .
/2

P S

P K S S K
m

m m i

 
  

   
             (4) 

Из системы (1)–(4) получаем: 
 

 
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4
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,
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,

m i

X / S  
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 
 

 
 
 
 

QPSf1,2

B D 4K K Qm i PS = ± - +f1,2 22 Y D+X SB D

, (5) 

 
где 

 

 
 

1 .
 
 
 
 

DP -Qm m PB D = K -i 2P Dm

                 (6) 

 
Соотношения (5) и (6) формируют две зави-

симости Sf от D, в которых взаимосвязаны три 
показателя – Sf, D и QP. 

В работе [7] приведены константы уравне-
ний, описывающих процесс ферментативного 
синтеза молочной кислоты (табл. 1). Система 
уравнений (1)–(6) в совокупности с константами ис-
пользуется для оценки технологических показателей 
процесса непрерывного синтеза L(+)-молочной кис-
лоты. 

 
Таблица 1. Значения констант 
 

Table 1. Values of constants 
 

Константа Значение 

µm, ч
-1

 0,48 
Pm, г/л 50 
Km, г/л 1,2 
Ki, г/л 22 

YX/S, г/г 0,4 
α, г/л 2,2 
β, ч

-1
 0,2 

 
ОБЩИЕ ПОЛОЖЕНИЯ 
Величина протока D ограничена значением, 

при котором поступающий субстрат вымывается 
из ферментера, не вступив в процесс синтеза. 
Это означает, что при использовании равенств 

(1) и (4) имеем =D
пред

; P=0; S=Sf, т.е. 
 

2
.

K Sпред i fD = m
K K +K S +Sm i i f f

          (7) 

 
Таким образом, для любого значения Sf на 

входе в ферментер значение D не может пре-
вышать или быть равным D

пред
. 

Величина продуктивности ограничена макси-
мальным значением maxQP, которая рассчиты-
вается по соотношению 

 

1 2

4 2 1

.


 
   

  
 

Pm mmaxQ =P
Km +
Ki

                    (8) 
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Заданная продуктивность процесса QP долж-
на быть меньше максимальной: 

 

QP<maxQP.                             (9) 
 

Значения протока и концентрации субстрата 
на входе в ферментатор, отвечающие макси-
мальной продуктивности, определяются следу-
ющими зависимостями: 

 

  ;
1 2

2 2 1



 
   
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 

mD maxQ =P
Km +
Ki

                 (10) 
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Km i

1 2 (11) 

 

При заданной продуктивности величина про-

тока ограничена значениями 1
*D  и 2

*D :  
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Km +
Ki

Q KP m- - +
P Km m i

         (12) 

 

2
1 2

2 2 1

1 2
4

1 1 2 1 ,






 
   

  
 

  
           

* mD = D =

Km +
Ki

Q KP m+ - +
P Km m i

       (13) 

 

и действительное значение D должно находить-
ся в пределах 
 

1 2.* *D < D < D                            (14) 

 
Значение концентрации субстрата в потоках 

1
*D  и 2

*D  можно определить из следующих вы-

ражений: 
 

 
 

 

 

1 4
1 111 22

1

;

1 

 
 

 
 
 



*B D
K K* m iS D = + -f *B D

QP
*Y D +X S

     (15) 

 

 
 

 

 

2 4
1 122 22

2

.

 

 
 

 
 
 



*B D
K K* m iS D = - -f *B D

QP
*Y D +X S 2

    (16) 

Аналогично тому, как существуют предель-
ные значения протока, отвечающие заданной 
продуктивности, можно говорить и о предельных 
концентрациях субстрата, ограничивающих об-
ласть возможных параметров процесса. С этой 
целью методом нелинейного программирования 
(в частности, методом половинного деления) 
можно найти максимальное значение концен-

трации субстрата 
1

maxS
f

 и соответствующее ему 

значение протока D
max

 путем исследования 
функции Sf по D: 

 

 

   

4
1 1

22
,

 

 
 
 
 

B D K K Qm i PS = + - +f
Y D+X SB D

  (17) 

 

и минимальные значения 
2

minS
f

 и minD  путем 

минимизации функции Sf по D: 
 

 

   

4
1 1

22
.

 

 
 
 
 

B D K K Qm i PS = - - +f
Y D+X SB D

  (18) 

 
Найденные таким образом значения прото-

ков 1
*D  и 2

*D , соответствующие им значения кон-

центрации субстрата  11
*S Df  и  22

*S Df , а также 

значения предельных протоков D
max

 и D
min

 и со-
ответствующие им значения концентрации суб-

страта  1
maxS Df  и  2

minS Df  определяют об-

ласть возможных значений Sf и D, обеспечива-
ющих заданную продуктивность QP. 

В качестве примера рассмотрим синтез 
L(+)-молочной кислоты с использованием кон-
стант (см. табл. 1). 

Максимальная продуктивность по (8): 
maxQP=4,09 г/(л·ч). 

Задаем продуктивность процесса с учетом 
(9): QP=3,0 г/(л·ч). 

Вычисляем минимальное значение протока 

по (12): 0,0791 ч1
1 *D .  

Вычисляем концентрацию субстрата в потоке 

1
*D  по (15):  11

*S D =f 25,18 г / л . 

Вычисляем максимальное значение протока 

по (13): 2
*D = -10,2481ч . 

Вычисляем концентрацию субстрата в потоке 

2
*D  по выражению (16):  22

*S D =f 15,175 г / л . 

Методом нелинейного программирования по 
выражению (15) находим значение максимально-

го протока: maxD = -10,11ч , и соответствующую 

ему концентрацию субстрата:  

 1
maxS D =f 37,31г / л . 
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Методом нелинейного программирования по 
выражению (16) находим значение минимально-

го протока: minD = -10,22 ч , и соответствующую 

ему концентрацию субстрата:  
 

 2
minS D =f 13,51г / л . 

 

 
 

Рис. 2. Портрет области, определяющей значения  
протока D и концентрации субстрата 

на входе в ферментатор Sf  
при заданной продуктивности QP=3,0 г/(л·ч) 

 

Fig. 2. Portrait of the area defining the Sf and D values 

 
Полученные данные используем при постро-

ении портрета области, определяющей значения 
Sf и D (см. рис. 2). Характерные точки на портре-
те в наших обозначениях:  

1
*D = Dmin ; 2

*D = Dmax ; 

 

 1
maxS = S Dfmax f ;  2

minS = S Dfmin f . 

 
По координатам обозначенных на портрете 

ограничивающих линий 1, 2, 3, воспроизведен-
ных по уравнениям (5) и (6), в дальнейшем будут 
рассчитываться показатели Sf и D для техноло-
гического процесса (см. рис. 2).  

 
ОЦЕНКА ТЕХНОЛОГИЧЕСКИХ  
ПОКАЗАТЕЛЕЙ 
Поскольку все три показателя – Sf, D и QP, 

взаимосвязаны по уравнениям (5) и (6), поста-
новка задачи формулируется в двух вариантах. 
Для обоих вариантов принятой является величи-
на продуктивности, рассчитанная по уравнению 
(9). 

По первому варианту задается значение 
концентрации субстрата Sf из области QP и 
определяется значение протока D, обеспечива-
ющего принятую продуктивность. 

Для первого варианта область возможных 
концентраций субстрата Sf делится на три части 
(на рис. 2 они ограничены горизонтальными ли-
ниями 1–3). Такое деление необходимо, так как 
для каждой части используются свои расчетные 
соотношения (табл. 2). 

 
Таблица 2. Расчетные соотношения и результаты расчета стационарных процессов синтеза  
L(+)-молочной кислоты с продуктивностью QP=3,0 г/(л·ч) 
 

Table 2. Comparison of Part I process parameters for QP=3.0 g/(l h) and Sf=34.24 g/l 
 

Варьируемая переменная 
Расчетное 

соотношение 
Результаты 

расчета 
Диапазон 

изменений 
Принятое  
значение 

Первый вариант 

 11 1

* maxS D < S < Sf f f
 

(по линии 1) 

Sf = 34,24 г/л 
 

   

4
1 1 0

22  

 
 
 
 

B D K K Qm i PS - + - - =f
Y D+X SB D

 
D1 = 0,09 ч-1; 

D2 = 0,1424 ч-1 

   2 11 1
* *S D < S < S Df f f  

(по линии 2) 

Sf = 19,6 г/л 

 

   

4
1 1 0

22  

 
 
 
 

B D K K Qm i PS - - - - =f
Y D+X SB D

 D1 = 0,10 ч-1 

 

   

4
1 1 0

22  

 
 
 
 

B D K K Qm i PS - + - - =f
Y D+X SB D

 D2 = 0,232 ч-1 

 21
min *S < S < S Df ff

 

(по линии 3) 

Sf = 14,66 г/л 
 

   

4
1 1 0

22  

 
 
 
 

B D K K Qm i PS - - - - =f
Y D+X SB D

 
D1 = 0,17 ч-1; 

D2 = 0,2473 ч-1 

Второй вариант 

1 2
* *D < D < D  D = 0,15 ч-1 

 

   

41 1 1
22  

 
 
 
 

B D K K Qm i PS = + - +
f Y D+X SB D

 1S =
f

22,87  г/л 

 

   

42 1 1
22  

 
 
 
 

B D K K Qm i PS = - - +
f Y D+X SB D

 

2S =
f

15,90

15,902S =
f

 г/л 
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В первой части, расположенной выше линии 1, 
концентрация субстрата меняется в пределах от 

 11
*S Df  до 

1

maxS
f

. Для области, представленной 

на рис. 2, она составляет от 25,18 до 37,31 г/л. 
Принятое нами в качестве примера значение 
концентрации, равное 34,24 г/л, позволило путем 
решения нелинейного уравнения получить два 
значения протока – D1 = 0,09 ч

-1
, D2 = 0,1424 ч

-1
, 

которые обеспечивают заданную продуктивность 
QP = 3,0 г/(л·ч) (см. табл. 2). Оба протока соот-
ветствуют стационарным режимам протекания 
процесса, но характеризуются различием значе-
ний таких показателей, как концентрация био-
массы, Х, концентрация субстрата, S, и концен-
трация молочной кислоты, Р, в аппарате 
(табл. 3).  

Решение нелинейных уравнений позволяет 
определить величину протоков и в двух других 
диапазонах концентрации субстрата (см. табл. 2). 
Важно отметить, что в каждом случае получают 
два значения протока, соответствующих стацио-
нарным режимам синтеза молочной кислоты. 
 
Таблица 3. Показатели стационарных процессов  

синтеза молочной кислоты при концентрации  
субстрата в питании Sf=34,21 г/л  
и продуктивности QP=3,0 г/(л·ч)  
 

Table 3. Parameters of the stationary process  

of lactic acid synthesis 
 

Величина  
протока, D, ч-1 

Показатель 

Х, г/л S, г/л Р, г/л 

0,09 7,54 15,39 33,33 
0,1424 5,85 19,60 21,13 

Значения Х, S и Р получены путем решения уравне-
ний (1)–(4). 

 

По второму варианту задается значение про-

тока, которое согласно выражению (14) должно 

находиться в пределах 1 2
* *D < D < D , и вычисляют 

два значения концентрации субстрата на входе в 

ферментатор – 1S
f

 и 2S
f

 (см. табл. 2). 

В результате решения уравнений получаем 

входные координаты двух стационарных процес-

сов синтеза –  1D,S
f

 и  2D,S
f

. 

 

Для примера величина протока D была вы-
брана равной 0,15 ч

-1
. Решение двух нелинейных 

уравнений (см. табл. 2) позволило определить 
концентрации субстрата, поступающего в фер-
ментатор, которые обеспечивают стационарные 
режимы синтеза кислоты при заданной продук-
тивности – QP = 3,0 г/(л·ч). В табл. 4 приведены 
основные показатели этих процессов. 
 
Таблица 4. Показатели стационарных процессов  
синтеза молочной кислоты при протоке D = 0,15 ч

-1
  

и продуктивности QP 3,0 г/(л·ч)  
 

Table 4. The parameters of the process when D=Dmax  
and D=Dmin 
 

Концентрация  
субстрата на входе 

в ферментатор, Sf, г/л 

Показатель 

S, г/л Х, г/л Р, г/л 

22,87 15,72 5,66 20,0 

15,90 1,75 5,66 20,0 

Значения Х, S, Р получены путем решения уравне-
ний (1)–(4). 

 

Как следует из данных, представленных в 
табл. 4, при постоянном протоке показатели ста-
ционарных режимов отличаются лишь показате-
лем концентрации субстрата в ферментаторе. 

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Таким образом, представлен подход к оценке 

стационарных состояний биотехнологических 
процессов с нелинейной кинетикой биосинтеза, 
рассмотренный на примере процессов получе-
ния молочной кислоты. Кинетика процесса соот-
носится с использованием штамма микроорга-
низмов, потребляющего основной субстрат и не 
воспроизводящего побочных продуктов. Суще-
ствует множество штаммов, использующих сы-
рье наряду с основным субстратом и воспроиз-
водящих основной субстрат в процессе синтеза, 
а также образующих в достаточном количестве 
побочные продукты, которые в отдельных случа-
ях представляют самостоятельную ценность 
[16–21]. Математические модели таких процес-
сов имеют, конечно же, более сложный характер, 
однако, мы полагаем, что настоящая методоло-
гия может быть успешно использована и в этих 
вариантах. 

 
СПИСОК ИСТОЧНИКОВ 

1. Смирнов В. А. Пищевые кислоты. М.: Лег-
кая и пищевая промышленность, 1983. 264 с. 

2. Mirasol F. Lactic acid prices falter as competi-
tion toughen // Chemical Market Reporter. 1999. 
Vol. 255, no. 9. P. 16. 

3. Datta R., Henry M. Lactic acid: recent ad-
vances in products, processes and technologies – a 
review // Journal of Chemical Technology and Bio-
tehnology. 2006. Vol. 81, no. 7. P. 1119–1129. 
https://doi.org/10.1002/jctb.1486. 

4. Wee Y.-J., Kim J.-N., Ryu H.-W. Biotechno-
logical production of lactic acid and its recent appli-

cations // Food Technology and Biotechnology. 
2006. Vol. 44, no. 2. P. 163–172. 

5. Vijayakumar J., Aravindan R., Viruthagiri T. 
Recent trends in the production, purification and 
application of lactic acid // Chemical and Biochemi-
cal Engineering. 2008. Vol. 22, no. 2. P. 245–264. 

6. Komesu A., de Oliveira J. A. R., da Silva Mar-
tins L. H., Wolf Maciel M. R., Maciel Filho R. Lactic 
acid production to purification: a review // Biore-
sources. 2017. Vol. 12, no. 2. P. 4364–4383. https:// 
doi.org/10.15376/biores.12.2.Komesu. 

7. Hofvendahl K., Hahn-Hӓgerdal B. Factors af-

https://doi.org/10.1002/jctb.1486
http://dx.doi.org/10.15376/biores.12.2.Komesu


Гордеева Ю. Л., Ульянов Б. А., Гордеева Е. Л. Оценка технологических показателей … 
Gordeeva Y. L., Ul’yanov B. A., Gordeeva E. L. Estimation of parameters characterizing … 

 

 

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour 
 

567 
 

 

fecting the fermentative lactic acid production from 
renewable resources // Enzyme and Microbial 
Technology. 2000. Vol. 26, no. 2-4. P. 87–107. 
https://doi.org/10.1016/S0141-0229(99)00155-6. 

8. Gordeev L. S., Koznov A. V., Skichko A. S., 
Gordeeva Y. L. Unstructured mathematical models 
of lactic acid biosynthesis kinetics: a review // Theo-
retical Foundations of Chemical Engineering. 2017. 
Vol. 51, no. 2. P. 175–190. https://doi.org/10.1134/ 
S0040579517020026. 

9. Bouguettoucha A., Balannec B., Amrane A. 
Unstructured models for lactic acid fermentation – a 
review // Food Technology and Biotechnology. 
2011. Vol. 49, no. 1. P. 3–12. 

10. Gordeeva Y. L., Rudakovskaya E. G., Gor-
deeva E. L., Borodkin A. G. Mathematical modeling 
of biotechnological process of lactic acid production 
by batch fermentation: a review // Theoretical Foun-
dations of Chemical Engineering. 2017. Vol. 51, no. 
3. P. 282–298. https://doi.org/10.1134/S004057951 
7030058. 

11. Henson M. A., Seborg D. E. Nonlinear con-
trol strategies for continuous fermenters // Chemical 
Engineering Science. 1992. Vol. 47, no. 4. P. 821–
835. https://doi.org/10.1016/0009-2509(92)80270-M. 

12. Kumar G. P., Subrahmanya S. J. V. K., 
Chidambaram M. Periodic operation of a bioreactor 
with input multiplicities // Canadian Journal of Che-
mical Engineering. 1993. Vol. 71, no. 5. P. 766–770. 
https://doi.org/10.1002/cjce.5450710515. 

13. Ruan L., Chen X. D. Comparison of several 
periodic operations of a continuous fermentation pro-
cess // Biotechnology Progress. 1996. Vol. 12, no. 2. 
P. 286–288. https://doi.org/10.1021/bp960006l. 

14. Saha P., Patwardhan S. C., Ramahandra R. V. S. 
Maximizing  productivity  of  a  continuous  fermenter 
using nonlinear adaptive optimizing control // Biotech-
nology and Bioprocess Engineering. 1999. Vol. 20. P. 
15–21. https://doi.org/10.1007/S004490050553. 

15. Гордеева Ю. Л., Меньшутина Н. В., Гор-
деева Е. Л., Комиссаров Ю. А. Алгоритм обеспе-
чения реальных условий множественности в 

процессах микробиологического синтеза при за-
данной величине протока // Вестник Астрахан-
ского государственного технического универси-
тета. Серия: Управление, вычислительная тех-
ника, информатика. 2016. N 2. C. 60–72. 

16. Gonzales K., Tebbano S., Lapes F., Tho-
rigne A., Givry S., Dumar D., et al. Modeling the 
continuous lactic acid production process from 
wheat flour // Applied Microbiology and Biotechnolo-
gy. 2016. Vol. 100. P. 147–159. https://doi.org/10.10 
07/s00253-015-6949-7. 

17. Vazquez J. A., Murado M. A. Unstructured 
mathematical model for biomass, lactic acid and 
bacteriocin production by lactic acid bacteria in 
batch fermentation // Journal of Chemical Technolo-
gy and Biotechnology. 2008. Vol. 83, no. 1. P. 91–
96. https://doi.org/10.1002/jctb.1789. 

18. Nandasana A. D., Kumar S. Kinetic mode-
ling of lactic acid production from molasses using 
Enterococcus faecalis RKY1 // Biochemical Engi-
neering Journal. 2008. Vol. 38, no. 3. P. 277–284. 
https://doi.org/10.1016/j.bej.2007.07.014. 

19. Djukić-Vuković A. P., Mojović L. V., Vukaši-
nović-Sekulić M. S., Nikolić S. B., Pejin J. D. Inte-
grated production of lactic acid and biomass on dis-
tillery stillage // Bioprocess and Biosystems Engi-
neering. 2013. Vol. 36, no. 9. P. 1157–1164. 
https://doi.org/10.1007/s00449-012-0842-x. 

20. Flores-Albino B., Arias L., Gómez J., Castillo A., 
Gimeno M., Shirai K. Chitin and L(+)-lactic acid pro-
duction from crab (Callinectes bellicosus) wastes by 
fermentation of Lactobacillus sp. B2 using sugar cane 
molasses as carbon source // Bioprocess and Biosys-
tems Engineering. 2012. Vol. 35, no 7. P. 1193–1200. 
https://doi.org/10.1007/s00449-012-0706-4. 

21. García-Diéguez C., Salgado J. M., Roca E., 
Domínguez J. M. Kinetic modelling of the sequential 
production of lactic acid and xylitol from vine trim-
ming wastes // Bioprocess and Biosystems Engi-
neering. 2011. Vol. 34, no 7. P. 869–878. https://doi. 
org/10.1007/s00449-011-0537-8. 

 
 

REFERENCES 
1. Smirnov V.A. Food acids. Moscow: Legkaya i 

pishchevaya promyshlennost'; 1983. 264 p. (In Russian). 
2. Mirasol F. Lactic acid prices falter as competition 

toughen. Chemical Market Reporter. 1999;255(9):16. 
3. Datta R., Henry M. Lactic acid: recent ad-

vances in products, processes and technologies – a 
review. Journal of Chemical Technology and Bio-
tehnology. 2006;81(7):1119–1129. https://doi.org/ 
10.1002/jctb.1486. 

4. Wee Y.-J., Kim J.-N., Ryu H.-W. Biotechno-
logical production of lactic acid and its recent appli-
cations. Food Technology and Biotechnology. 
2006;44(2):163–172. 

5. Vijayakumar J., Aravindan R., Viruthagiri T. 
Recent trends in the production, purification and 

application of lactic acid. Chemical and Biochemical 
Engineering. 2008;22(2):245–264. 

6. Komesu A., de Oliveira J. A. R., da Silva Mar-
tins L. H., Wolf Maciel M. R., Maciel Filho R. Lactic 
acid production to purification: a review. Biore-
sources. 2017;12(2):4364–4383. https://doi.org/10. 
15376/biores.12.2.Komesu. 

7. Hofvendahl K., Hahn-Hӓgerdal B. Factors af-
fecting the fermentative lactic acid production from 
renewable resources. Enzyme and Microbial Tech-
nology. 2000;26(2-4):87–107. https://doi.org/10.10 
16/S0141-0229(99)00155-6. 

8. Gordeev L. S., Koznov A. V., Skichko A. S., 
Gordeeva Y. L. Unstructured mathematical models 
of lactic acid biosynthesis kinetics: a review. Theo-

https://elibrary.ru/item.asp?id=31027382
https://elibrary.ru/item.asp?id=31027382
https://elibrary.ru/item.asp?id=31027382
https://elibrary.ru/contents.asp?id=34526132
https://elibrary.ru/contents.asp?id=34526132
https://doi.org/10.1016/0009-2509(92)80270-M
https://doi.org/10.1002/cjce.5450710515
https://doi.org/10.1007/S004490050553
https://doi.org/10.1002/jctb.1789
https://doi.org/10.1016/j.bej.2007.07.014
https://link.springer.com/journal/449
https://link.springer.com/journal/449
https://doi.org/10.1007/s00449-012-0706-4
https://link.springer.com/journal/449
https://link.springer.com/journal/449
https://doi.org/10.1007/s00449-011-0537-8


Гордеева Ю. Л., Ульянов Б. А., Гордеева Е. Л. Оценка технологических показателей … 
Gordeeva Y. L., Ul’yanov B. A., Gordeeva E. L. Estimation of parameters characterizing … 

 

 

568 
 

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour 
 

 

retical Foundations of Chemical Engineering. 2017; 
51(2):175–190. https://doi.org/10.1134/S00405795 
17020026. 

9. Bouguettoucha A., Balannec B., Amrane A. 
Unstructured models for lactic acid fermentation – a 
review. Food Technology and Biotechnology. 
2011;49(1):3–12. 

10. Gordeeva Y. L., Rudakovskaya E. G., Gor-
deeva E. L., Borodkin A. G. Mathematical modeling 
of biotechnological process of lactic acid production 
by batch fermentation: a review. Theoretical Foun-
dations of Chemical Engineering. 2017;51(3):282–
298. https://doi.org/10.1134/S0040579517030058. 

11. Henson M. A., Seborg D. E. Nonlinear con-
trol strategies for continuous fermenters. Chemical 
Engineering Science. 1992;47(4):821–835. https:// 
doi.org/10.1016/0009-2509(92)80270-M. 

12. Kumar G. P., Subrahmanya S. J. V. K., 
Chidambaram M. Periodic operation of a bioreactor 
with input multiplicities. Canadian Journal of Chemi-
cal Engineering.  1993;71(5):766–770.  https://doi. 
org/10.1002/cjce.5450710515. 

13. Ruan L., Chen X. D. Comparison of several 
periodic operations of a continuous fermentation 
process. Biotechnology Progress. 1996;12(2):286–
288. https://doi.org/10.1021/bp960006l. 

14. Saha P., Patwardhan S. C., Ramahandra R. V. S. 
Maximizing productivity of a continuous fermenter 
using nonlinear adaptive optimizing control. Bio-
technology and Bioprocess Engineering. 1999;20: 
15–21. https://doi.org/10.1007/S004490050553. 

15. Gordeeva Y. L., Menshutina N. V., Gor-
deeva E. L., Komissarov Y. A. Algorithms ensuring 
the real conditions of multiplicity in the microbiologi-
cal synthesis processes at the given dilution rate. 
Vestnik Astrakhanskogo gosudarstvennogo tekhni-
cheskogo universiteta. Seriya: Upravlenie, vychislit-
el'naya tekhnika, informatika = Vestnik of Astrakhan 
State Technical University. Series: Management, 

Computer Sciences and Informatics. 2016;2:60–72. 
(In Russian). 

16. Gonzales K., Tebbano S., Lapes F., Tho-
rigne A., Givry S., Dumar D., et al. Modeling the 
continuous lactic acid production process from 
wheat flour // Applied Microbiology and Biotechnolo-
gy. 2016. Vol. 100. P. 147–159. https://doi.org/10.10 
07/s00253-015-6949-7. 

17. Vazquez J. A., Murado M. A. Unstructured 
mathematical model for biomass, lactic acid and 
bacteriocin production by lactic acid bacteria in 
batch fermentation. Journal of Chemical Technology 
and Biotechnology.  2008;83(1):91–96.  https://doi. 
org/10.1002/jctb.1789. 

18. Nandasana A. D., Kumar S. Kinetic mode-
ling of lactic acid production from molasses using 
Enterococcus faecalis RKY1. Biochemical Engine-
ering Journal. 2008;38(3):277–284. https://doi.org/ 
10.1016/j.bej.2007.07.014. 

19. Djukić-Vuković A. P., Mojović L. V., Vukaši-
nović-Sekulić M. S., Nikolić S. B., Pejin J. D. Inte-
grated production of lactic acid and biomass on dis-
tillery stillage. Bioprocess and Biosystems Engine-
ering. 2013;36(9):1157–1164. https://doi.org/10.100 
7/s00449-012-0842-x. 

20. Flores-Albino B., Arias L., Gómez J., Castillo A., 
Gimeno M., Shirai K. Chitin and L(+)-lactic acid pro-
duction from crab (Callinectes bellicosus) wastes by 
fermentation of Lactobacillus sp. B2 using sugar 
cane molasses as carbon source. Bioprocess and 
Biosystems Engineering. 2012;35(7):1193–1200. 
https://doi.org/10.1007/s00449-012-0706-4. 

21. García-Diéguez C., Salgado J. M., Roca E., 
Domínguez J. M. Kinetic modelling of the sequential 
production of lactic acid and xylitol from vine trim-
ming wastes. Bioprocess and Biosystems Engine-
ering. 2011;34(7):869–878. https://doi.org/10.1007/ 
s00449-011-0537-8. 

 
СВЕДЕНИЯ ОБ АВТОРАХ  INFORMATION ABOUT THE AUTHORS 

   
Ю. Л. Гордеева, 
к.т.н., доцент, заведующая кафедрой  
информационных технологий, математики  
и физики, 
Московская государственная академия  
ветеринарной медицины  
и биотехнологии – МВА им. К. И. Скрябина, 
109472, г. Москва, ул. Акад. Скрябина, 23, 
Российская Федерация, 
gordulia32@gmail.com 
https://orcid.org/0000-0002-3059-794X 

 Yuliya L. Gordeeva, 
Cand. Sci. (Engineering), Associate Professor,  
Head of the Department of Information  
Technologies, Mathematics and Physics, 
Moscow State Academy  
of Veterinary Medicine  
and Biotechnology – MVA named after K. I. Skryabin,  
23, Akademik Skryabin St., Moscow, 109472, 
Russian Federation, 
gordulia32@gmail.com 
https://orcid.org/0000-0002-3059-794X 

   
Б. А. Ульянов, 
д.т.н., профессор, 
Ангарский государственный технический  
университет, 
665835, г. Ангарск, ул. Чайковского, 60, 
Российская Федерация, 

 Boris A. Ul’yanov, 
Dr. Sci. (Engineering), Professor, 
Angarsk State Technical University, 
60, Tchaikovsky St., Angarsk, 665835,  
Russian Federation, 
ulyanovba@mail.ru 

https://elibrary.ru/item.asp?id=31027382
https://elibrary.ru/item.asp?id=31027382
https://elibrary.ru/item.asp?id=31027382
https://elibrary.ru/contents.asp?id=34526132
https://elibrary.ru/contents.asp?id=34526132
https://doi.org/10.1134/S0040579517030058
https://doi.org/10.1021/bp960006l
https://doi.org/10.1007/S004490050553
https://link.springer.com/journal/449
https://link.springer.com/journal/449
https://doi.org/10.1007/s00449-012-0706-4
https://link.springer.com/journal/449
https://link.springer.com/journal/449
mailto:gordulia32@gmail.com
mailto:gordulia32@gmail.com
mailto:ulyanovba@mail.ru


Гордеева Ю. Л., Ульянов Б. А., Гордеева Е. Л. Оценка технологических показателей … 
Gordeeva Y. L., Ul’yanov B. A., Gordeeva E. L. Estimation of parameters characterizing … 

 

 

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour 
 

569 
 

 

ulyanovba@mail.ru 
https://orcid.org/0000-0002-3025-0743 

https://orcid.org/0000-0002-3025-0743 

   
Е. Л. Гордеева, 
к.т.н., доцент, 
Российский химико-технологический  
университет им. Д. И. Менделеева, 
125047, г. Москва, Миусская пл., 9, 
Российская Федерация, 
Elena.Gordeeva311@yandex.ru  
https://orcid.org/0000-0002-1036-2887 

 Elena L. Gordeeva, 
Cand. Sci. (Engineering), Associate Professor, 
Mendeleev University of Chemical Technology, 
9, Miusskaya Sq., Moscow, 125047, 
Russian Federation, 
Elena.Gordeeva311@yandex.ru 
https://orcid.org/0000-0002-1036-2887 

   
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. 

   
Информация о статье  Information about the article 

Поступила в редакцию 11.07.2021.  
Одобрена после рецензирования 15.11.2021.  
Принята к публикации 30.11.2021. 

 The article was submitted 11.07.2021.  
Approved after reviewing 15.11.2021.  
Accepted for publication 30.11.2021. 

 

mailto:ulyanovba@mail.ru
mailto:Elena.Gordeeva311@yandex.ru
mailto:Elena.Gordeeva311@yandex.ru


ИЗВЕСТИЯ ВУЗОВ. ПРИКЛАДНАЯ ХИМИЯ И БИОТЕХНОЛОГИЯ  2021  Том 11  N 4 
PROCEEDINGS OF UNIVERSITIES. APPLIED CHEMISTRY AND BIOTECHNOLOGY 2021  Vol. 11  No. 4  

 

 

570 
 

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour 
 

 

ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ БИОЛОГИЯ 
Научная статья 

 
УДК 577.22:577.23 
DOI: https://doi.org/10.21285/2227-2925-2021-11-4-570-580 
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Аннотация. Изучение митохондриальных комплексомов в различных организмах дает представ-
ление о нативной организации белков и метаболических путей в органеллах конкретного изучае-
мого объекта. Понятие «комплексом» появилось относительно недавно и характеризует про-
теом белковых комплексов, суперкомплексов и олигомерных белков. Анализ комплексома прово-
дится с помощью современных электрофоретических и масс-спектрометрических методов, в 
частности, путем двумерного электрофореза (2D BN/SDS-PAGE) в сочетании с масс-
спектрометрией (MALDI-TOF MS). Данный подход расширяет возможности изучения протеома 
органелл, поскольку, в отличие от двумерного 2D IEF/SDS-PAGE, позволяет анализировать не 
только гидрофильные белки матрикса митохондрий, но и мембранные белки и их ассоциации. В 
настоящей работе впервые при помощи 2D BN/SDS-PAGE с последующей MALDI-TOF MS был изу-
чен комплексом этиолированных побегов гороха. С этой целью было проанализировано 145 белко-
вых пятен, вырезанных из геля, и идентифицировано 110 полипептидов, которые отнесены к раз-
личным функциональным группам. Денситометрический анализ показал, что мажорной группой 
белков являются ферменты энергетической системы митохондрий (1), на долю которых прихо-
дится в среднем 43% содержания всех полипептидов. Остальные 57% главным образом распреде-
лены между следующими функциональными категориями: пируватдегидрогеназный комплекс и 
цикл трикарбоновых кислот (2); аминокислотный метаболизм (3); процессинг нуклеиновых кислот 
(4); фолдинг белка (5); антиоксидантная защита (6); белки-транспортеры (7); другие белки (8); 
белки с неизвестными функциями (9). Полученные данные указывают на комплексную организацию 
протеома гороха. Обнаружено, что не только ферменты системы ОКСФОС формируют надмоле-
кулярные структуры, но и белки других функциональных категорий. Предполагается, что при-
сутствие белков других компартментов клетки может свидетельствовать о взаимодействии 
митохондрий с ферментами или структурами соответствующих органелл. В целом полученные 
данные по комплексому гороха представляют собой своеобразный «паспорт» митохондрий, в ко-
тором отражено нативное состояние протеома органелл, соответствующее их физиологиче-
скому статусу. 
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Abstract. Studies into mitochondrial сomplexomes in various organisms provide an insight into the native 
organization of proteins and metabolic pathways in the organelles of the subject under study. “Complexome” 
is a relatively recent concept describing the proteome of protein complexes, supercomplexes, and oligomeric 
proteins. Complexome analysis is performed using current electrophoretic and mass spectrometric tech-
niques, in particular, by two-dimensional electrophoresis (2D BN/SDS-PAGE) in combination with mass 
spectrometry (MS). Unlike 2D IEF/SDS-PAGE, this method enables analysis of not only hydrophilic proteins 
of the mitochondrial matrix, but also membrane proteins and their associations, thus expanding the possibili-
ties of studying the organelle proteome. In the present work, the complexome of etiolated pea shoots was 
studied for the first time using 2D BN/SDS-PAGE followed by MALDI-TOF MS. To this end, 145 protein 
spots excised from the gel were analyzed; 110 polypeptides were identified and assigned to different func-
tional groups. A densitometric analysis revealed that the major protein group comprised the enzymes of the 
mitochondrial energy system (1), accounting for an average of 43% of the total polypeptide content. The re-
maining 57% was primarily distributed among the following functional categories: pyruvate dehydrogenase 
complex and citric acid cycle (2); amino acid metabolism (3); nucleic acid processing (4); protein folding (5); 
antioxidant protection (6); carrier proteins (7); other proteins (8); proteins having unknown functions (9). The 
obtained data indicate the complex organization of the pea proteome. In addition to the enzymes of the 
OXPHOS system, the proteins of other functional categories are found to form supramolecular structures. It 
is suggested that the presence of proteins from other cellular compartments may indicate the interaction of 
mitochondria with the enzymes or structures of corresponding organelles. In general, the obtained data on 
the pea complexome represent a kind of a mitochondrial “passport” that reflects the native state of the prote-
ome of organelles corresponding to their physiological status. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Митохондрии являются жизненно важными 

органеллами клетки, основной функцией кото-
рых является производство энергии в виде аде-
нозинтрифосфорной кислоты (АТФ) для поддер-
жания всех процессов жизнедеятельности. Од-
нако помимо энергетической эти органеллы вы-
полняют ряд дополнительных, не менее ценных 
функций, таких как биосинтез аминокислот, нук-
леотидов, витаминов и кофакторов, экспорт ин-
термедиатов цикла Кребса для различных кле-
точных биосинтетических процессов, сигналлинг 
и участие в поддержании редокс-баланса в клет-

ке, инициация апоптоза и другие [1, 2].  
Такое многообразие функций требует сложной 

организованной работы и вовлечения огромного 
количества ферментов и других белков. Исследо-
вания митохондриальных протеомов различных 
видов позволили идентифицировать значитель-
ное количество белков в органеллах изучаемых 
объектов. Так, в дрожжах Saccharomyces 
cerevisiae был выявлен 901 митохондриальный 
белок [3], что по предварительным подсчетам 
составляет более 90% протеома митохондрий 
этого вида. В соответствующих органеллах мле-
копитающих удалось идентифицировать 1098 
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различных продуктов генов [4]. Предполагается, 
что растительные митохондрии могут содержать 
от 2000 до 3000 различных белков, что значи-
тельно превышает их количество в других изу-
ченных организмах [1]. Это неудивительно, по-
скольку, как известно, митохондрии растений 
имеют дополнительные белки и функции, многие 
из которых имеют отношение к фотодыханию [5].  

Современные протеомные методы исследова-
ния, использующие одно- и двумерный электро-
форезы на основе BN-PAGE (1D BN и 2D BN/SDS-
PAGE) в сочетании с масс-спектрометрией 
(MALDI-TOF, LC-MS/MS), позволяют не только 
идентифицировать состав белков в различных 
компартментах клетки, но и определять олиго-
мерное состояние полипептидов, а также выяв-
лять комплексы и ассоциации, в которые они 
вовлечены. Так, протеомное исследование ми-
тохондриального комплексома Arabidopsis tha-
liana позволило идентифицировать 1359 различ-
ных белков и обнаружило большое количество 
потенциальных белок-белковых взаимодействий 
и новых ассоциаций [6]. Для систематизации по-
лученных данных и аннотации белков согласно 
функциональным категориям была разработана 
программная платформа GelMap [7], которая на 
данный момент содержит данные по комплексо-
мам митохондрий A. thaliana, Medicago truncatula, 
Viscum album и протеомам Oryza sativa и Cycla-
men persicum. Комплексом гороха пока не изу-
чался в связи с отсутствием полной аннотации 
генома. Тем не менее, используя 2D BN-PAGE в 
сочетании с MS и идентификацией белков через 
поиск гомологичных последовательностей в базе 
данных NCBI, мы предприняли попытку изучить 
состав и белок-белковые взаимодействия в про-
теоме митохондрий этого вида. В результате ис-
следований нам удалось идентифицировать 110 
полипептидов, относящихся к разным функцио-
нальным категориям, и изучить их нативное со-
стояние, что позволило приблизиться к понима-
нию организации комплексома митохондрий го-
роха и предположить взаимодействие этих орга-
нелл с другими компартментами клеток. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
В работе использовали этиолированные по-

беги 6-суточных проростков гороха (Pisum 
sativum L., сорт Аксайский усатый 55), выращен-
ных на влажной фильтровальной бумаге при 
20 ºС. Этиолированные побеги являются удоб-
ным объектом для исследования, поскольку их 
использование позволяет, во-первых, довольно 
быстро получить нужный объем материала для 
выделения митохондрий; во-вторых, избежать 
минорных загрязнений хлоропластами (что бы-
вает при работе с зелеными растениями); в-
третьих, получить фракцию митохондрий, сво-
бодных от функциональных (и, возможно, струк-
турных) взаимодействий с хлоропластами in vivo. 

Выделение и очистку митохондрий проводили по 
методике, описанной ранее [8]. Митохондрии со-
любилизировали при помощи дигитонина согласно 
протоколу S. Sunderhaus с соавторами [9]. Соот-
ношение белка и детергента составляло 1:5. 
Разделение солюбилизированных белков и их ас-
социаций проводили при помощи 2D BNE/SDS-
PAGE [10]. Для разделения в первом направле-
нии (1D BN-PAGE) использовали полиакрила-
мидный градиентный гель 3,5–16%, для второго 
денатурирующего направления (SDS-PAGE) – 10%-й 
полиакриламидный гель. Анализ молекулярных 
масс проводили при помощи Bio-Rad Image Lab 
software (version 5.2.1) [8]. Пятна, вырезанные из 
гелей, анализировали с помощью матричной ла-
зерной времяпролетной масс-спектрометрии 
(MALDI-TOF) [8]. Идентификацию полученных 
масс-спектров проводили с использованием ба-
зы данных NCBI с таксономическим ограничени-
ем до Viridiplantae (зеленые растения). 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
В данной работе комплексом митохондрий 

гороха был впервые изучен при помощи двумер-
ного электрофореза (2D BN/SDS-PAGE), при ко-
тором разделение образцов в первом направле-
нии проводили при помощи нативного голубого 
электрофореза 1D BN-PAGE, а во втором направ-
лении – в денатурирующих условиях SDS-PAGE. 
На рисунке представлен референсный гель. 
Комплексы и суперкомплексы системы окисли-
тельного фосфорилирования (ОКСФОС), а также 
их массы указаны сверху над гелем. SCa-f – су-
перкомплексы, имеющие состав I1-2III2-4IV0-n, опи-
саны нами ранее [8]. Слева даны массы молеку-
лярных маркеров (кДа) для второго денатуриру-
ющего направления (SDS-PAGE). Номера пятен 
обозначены различными цветами для выделе-
ния функциональных категорий. Идентификация 
пятен приведена в таблице. 

Ранее N. L. Taylor с соавторами [11], исполь-
зуя классический 2D IEF/SDS-PAGE с изоэлек-
трофокусированием нативных белков в первом 
направлении, уже предпринимали попытку изу-
чения протеома митохондрий зеленых растений 
гороха. Авторам удалось идентифицировать 33 
полипептида, из которых всего лишь 8 имели 
мембранную локализацию и представляли собой 
субъединицы АТФ-синтазы и комплекса I дыха-
тельной цепи. Применяемый в нашей работе 
метод 2D BN/SDS-PAGE расширяет возможно-
сти изучения протеома, поскольку позволяет 
идентифицировать существенно больше мем-
бранных белков, а также анализировать натив-
ные белковые комплексы и их ассоциации [5].  

При помощи масс-спектрометрии с последу-
ющим поиском гомологичных последовательно-
стей в базе данных NCBI было проанализирова-
но 145 белковых пятен, вырезанных из 2D 
BN/SDS-геля. Нам удалось идентифицировать 
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110 полипептидов, большая часть которых обна-
ружила гомологию с имеющимися немногочис-
ленными аннотированными митохондриальными 
белками гороха (Pisum sativum L.) и c белками 
родственных видов семейства бобовые (Faba-
ceae). В таблице приведены основные иденти-
фицированные белки, которые распределены по 
следующим функциональным категориям: фер-

менты системы окислительного фосфорилиро-
вания (ОКСФОС) (1); пируватдегидрогеназный 
комплекс (ПДК) и цикл трикарбоновых кислот 
(ЦТК) (2); метаболизм аминокислот (3); процес-
синг нуклеиновых кислот (4); фолдинг и процес-
синг белков (5); антиоксидантная защита (6); 
транспортные белки (7); другие белки (8); белки 
с неизвестными функциями (9).  

 

 
 

Идентифицированные субъединицы митохондриального комплексома 
этиолированных побегов гороха на 2D BN/SDS-геле 

 

Identified subunits of mitochondrial complexome 
of etiolated pea shoots on 2D BN/SDS-gel 

 
Идентифицированные белки митохондриального комплексома Pisum sativum L. 
 

Identified proteins of mitochondrial complexome of Pisum sativum L. 
 

N Название субъединицы 
Идентиф. 

номер 
Вид растения N Название субъединицы 

Идентиф. 
номер 

Вид растения 

(1) Ферменты системы ОКСФОС (3) Метаболизм аминокислот 

Комплекс I 1 
3-methylcrotonyl 
CoA carboxylase 

gi|21355055 Pisum sativum 

4 
NADH dehydrogenase 
[ubiquinone] iron-sulfur 

protein 1 
XP_003600690.1 

Medicago 
truncatula 

36 
NADP-specific glutamate  

dehydrogenase 
gi|922345161 

Medicago 
truncatula 

5 
NADH DH [ubiquinone] 

iron-sulfur protein 1 
gi|694389863 

Pyrus x 
bretschneideri 

37 
Alanine-glyoxylate 

aminotransferase-like protein 
gi|357519613 

Medicago 
truncatula 

6 
NADH-ubiquinone 

oxidoreductase 
75 kDa subunit 

gi|357460817 
Medicago 
truncatula 

38 
Serine 

transhydroxymethyl-transferase 
gi|357490157 

Medicago 
truncatula 

7 
NADH-ubiquinone 

oxidoreductase 
75 kDa subunit 

gi|357460817 
Medicago 
truncatula 

39 
Delta-1-pyrroline-5-carboxylate 

dehydrogenase 
gi|357477461 

Medicago 
truncatula 

8 
NADH dehydrogenase 

[ubiquinone] flavoprotein 1 
gi|356533373 Glycine max 40 

Ornithine 
aminotransferase 

gi|167047943 Pisum sativum 

9 
NADH dehydrogenase 

[ubiquinone] flavoprotein 1 
XP_010682836.1 

Beta 
vulgaris 

41 Arginase 1, mitochondrial gi|502146607 Cicer arietinum 
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Продолжение таблицы 

10 NADH dehydrogenase PNY13885.1 
Trifolium 
pratense 

42 
Glycine dehydrogenase  

(decarboxylating), 
mitochondrial 

gi|121083 Pisum sativum 

11 
NADH dehydrogenase 

subunit 7 
gi|817530547 

Geranium 

maderense 
32 

Dihydrolipoamide 
dehydrogenase, glycine  

cleavage system L protein 
gi|9955321 Pisum sativum 

Комплекс II 43 
Aminomethyltransferase,  
glycine cleavage system  

T protein 
gi|3915699 Pisum sativum 

12 
Succinate DH [ubiquinone] 

flavoprotein subunit 1 
gi|922358972 

Medicago 
truncatula 

44 Isovaleryl-CoA dehydrogenase gi|5869965 Pisum sativum 

13 
Succinate DH [ubiquinone] 

flavoprotein subunit 1 
gi|922358972 

Medicago 
truncatula 

(4) Процессинг нуклеиновых кислот 

14 
Succinate DH [ubiquinone] 

flavoprotein subunit 1 
gi|922358972 

Medicago 
truncatula 

45 
60S ribosomal L7-1 -like protein 

(cytoplasmic) 
gi|728835712 

Gossypium 
arboreum 

Комплекс III 46 
Arginine-tRNA ligase,  

cytoplasmic-like 
gi|356520826 Glycine max 

15 

Probable 
mitochondrial-processing 
peptidase subunit beta, 

mitochondrial 

XP_013448517.1 
Medicago 
truncatula 

47 
Pentatricopeptide  

repeat-containing protein 
gi|475505056 Aegilops tauschii 

16 
Mitochondrial-processing 
peptidase subunit beta 

gi|502103363 Cicer arietinum 48 
Maturase R, partial  

(mitochondrion) 
gi|507118298 Voyria rosea 

17 
Mitochondrial-processing 
peptidase subunit beta 

gi|502103363 Cicer arietinum 49 
Pentatricopeptide  

repeat-containing protein 
At1g80150, mitochondrial 

gi|357148282 
Brachypodium 

distachyon 

18 
Probable 

mitochondrial-processing 
peptidase subunit beta 

XP_004492264.1 Cicer arietinum 50 
Pentatricopeptide  

repeat-containing protein 
At4g35850, mitochondrial-like 

gi|743942490 
Populus  

euphratica 

19 
Mitochondrial-processing 
peptidase subunit beta 

gi|502103363 Cicer arietinum 50 
Ribosomal protein S11  

(mitochondrion) 
gi|918020301 

Botryococcus 
braunii 

20 
Mitochondrial-processing 

peptidase subunit  
alpha-like 

gi|502138725 Cicer arietinum 51 
Pentatricopeptide  

repeat-containing protein 
At5g16420, mitochondrial 

gi|645252616 Prunus mume 

21 
Mitochondrial-processing 

peptidase subunit  
alpha-like 

gi|502138725 Cicer arietinum 52 
Pentatricopeptide  

repeat-containing protein  
At2g20540-like 

gi|702488820 
Eucalyptus 

grandis 

22 
Mitochondrial-processing 

peptidase subunit  
alpha-like 

gi|502138725 Cicer arietinum 53 Maturase K, partial (chloroplast) gi|304281783 Erica scoparia 

Комплекс IV (5) Фолдинг и процессинг белков 

23 
Cytochrome c oxidase 

subunit 2 
gi|429465284 

Gossypium 
hirsutum 

27 
TCP-1/cpn60 chaperonin 

 family protein 
gi|357442731 

Medicago  
truncatula 

Комплекс V 28 Prohibitin-1, mitochondrial gi|697107722 
Nicotiana  

tomentosiformis 

24 
ATP synthase subunit 
alpha, mitochondrial 

gi|543866 Pisum sativum 29 Prohibitin complex protein gi|922374536 
Medicago 
truncatula 

25 
F0F1-type ATP synthase, 

beta subunit 
gi|922396606 

Medicago 
truncatula 

54 
Methionine 

aminopeptidase 1A 
gi|734410675 Glycine soja 

26 
ATP synthase subunit 
gamma, mitochondrial 

gi|734364680 Glycine soja 55 
Heat shock 70 kDa protein, 

mitochondrial 
gi|585272 Pisum sativum 

(2) Пируватдегидрогеназный комплекс (ПДК) 
и цикл трикарбоновых кислот (ЦТК) 

(6) Антиоксидантная защита 

2 
E1 subunit-like 

2-oxoglutarate DH 
gi|922339111 

Medicago 
truncatula 

56 Superoxide dismutase gi|20902 Pisum sativum 

3 

Pyruvate DH complex 
dihydrolipoamide 

acetyltransferase, long 
form 

gi|357513835 
Medicago 
truncatula 

(7) Транспортные белки 

30 
Pyruvate dehydrogenase 

E1 component subunit 
alpha, mitochondrial 

gi|1709449 Pisum sativum 57 
Succinate/fumarate 

mitochondrial transporter, 
putative 

gi|255540015 
Ricinus 

communis 

31 
Aconitate hydratase 2, 

mitochondrial-like 
gi|727556496 

Camelina 
sativa 

58 
Voltage-dependent 

anion-selective channel 
protein; (VDAC) 

gi|1172558 Pisum sativum 

32 
Pyruvate dehydrogenase 

complex E3 subunit 
gi|14916975 Pisum sativum 59 

Voltage-dependent 
anion-selective channel protein; 

(VDAC) 
gi|1172558 Pisum sativum 

33 
Isocitrate dehydrogenase 

[NADP] 
gi|828292831 Cicer arietinum 60 

ADP, ATP carrier protein 1, 
mitochondrial-like 

gi|502165914 Cicer arietinum 

33 Citrate synthase gi|922391447 
Medicago 

truncatula 
60 

ADP, ATP carrier protein 2, 
mitochondrial-like 

gi|727487813 Camelina sativa 

34 
Succinyl-CoA ligase 

[ADP-forming] subunit beta 
gi|922402629 

Medicago 
truncatula 

60 
ADP, ATP carrier protein 3, 

mitochondrial-like 
gi|356549910 Glycine max 

35 Malate dehydrogenase gi|922335062 
Medicago 
truncatula 

60 Dicarboxylate carrier protein gi|357518913 
Medicago 
truncatula 

(8) Другие белки 

61 
Probable  

methyltransferase PMT26 
gi|951065652 Vigna radiata 67 

Probable 
lactoylglutathione lyase,  

chloroplast 
gi|685335794 Brassica rapa 

62 
Phosphoglycerate 
mutase-like protein 

gi|545369426 
Coccomyxa 

subellipsoidea 
68 

Polygalacturonate 
4-alpha-

galacturonosyltransferase 
gi|848885083 Brassica rapa 
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Окончание таблицы 

63 
S-adenosylmethionine 

synthetase, partial 
gi|403327789 Populus nigra 69 

Peroxisomal 
acyl-coenzyme A 

oxidase-like protein 
gi|357482107 

Medicago 
truncatula 

64 
ATP-dependent Clp 
protease proteolytic  

subunit 3, chloroplastic-like 
gi|727459326 

Camelina 

sativa 
70 

Chain A, crystal structure  
of aminoaldehyde 
dehydrogenase 1 

gi|284055632 Pisum sativum 

65 
Probable GTP-binding 

protein OBGM, 
mitochondrial isoform X2 

gi|731337481 Beta vulgaris 71 
Iron-sulfur cluster 

assembly protein 1-like 
gi|720083993 

Nelumbo 
nucifera 

66 
NAD-dependent malic 

enzyme 59 kDa isoform, 
mitochondrial 

gi|734322701 Glycine soja 72 
Iron-sulfur cluster 

assembly protein 1-like 
gi|848860786 

Erythranthe 
guttata 

57 
NADP-dependent malic 

enzyme 
gi|357513073 

Medicago 
truncatula 

73 Lipoxygenase LOXN3 gi|219935421 Pisum sativum 

Примечание. Названия основных идентифицированных белков и идентификационные номера приведены в со-
ответствии с их аннотацией в базе данных NCBI; данные по полипептидам с неизвестными функциями не 
приведены; N – номер пятна на геле; вид – вид растения, белок которого показал наибольшую степень сход-
ства аминокислотной последовательности (наибольшее количество совпавших масс пептидов) с изучаемым 
белком гороха. В ряде случаев некоторые белки имеют одинаковые идентификационные номера, поскольку 
выявлены в одном пятне. 

 
Денситометрический анализ 2D BN/SDS-гелей 

показал, что в среднем 43% содержания всех 
полипептидов составляют ферменты системы 
ОКСФОС (1). Это неудивительно, поскольку 
ферменты фосфорилирующей системы мито-
хондрий играют ключевую роль в обеспечении 
всех клеточных процессов энергией и занимают 
основной объем внутренней митохондриальной 
мембраны [12]. Нам удалось идентифицировать 
субъединицы всех комплексов дыхательной це-
пи и 3 субъединицы АТФ-синтазы (см. таблицу). 
Основная часть обнаруженных субъединиц ком-
плексов I и III находится в составе высокомоле-
кулярных дыхательных суперкомплексов SCa-f 
(см. рисунок) [8]. В отличие от этих ферментов 
большая часть популяции дыхательных ком-
плексов II и IV, а также комплекс V солюбилизи-
руются в основном в свободном, не связанном с 
другими комплексами, виде.  

Анализ расположения других идентифициро-
ванных белков показал, что не только ферменты 
системы ОКСФОС, но и компоненты других 
функциональных групп могут формировать ассо-
циации. Так, детекция субъединиц оксоглутарат-
дегидрогеназного комплекса (ОГДК, пятно (да-
лее п) 2), имеющего нативную массу 3,5 MДа, а так-
же пируватдегидрогеназного комплекса (ПДК, п3), 
имеющего массу около 10 MДа, в одной высоко-
молекулярной области в первом нативном 
направлении (1D), может указывать на ассоциа-
цию этих комплексов с другими белками (см. ри-
сунок). Остальные идентифицированные фер-
менты цикла Кребса (2) (п32–35) локализуются 
в низкомолекулярной области в первом направ-
лении и, судя по молекулярным массам, солю-
билизируются в виде гомодимеров. Исключени-
ем является аконитаза (п31), которая присут-
ствует в виде мономера, поскольку не имеет 
четвертичной структуры.  

Имеются данные, указывающие на ассоциа-
цию некоторых ферментов цикла Кребса с внут-
ренней мембраной митохондрий [13]. Кроме того, 
есть основания полагать, что все ферменты ЦТК 

взаимодействуют не только функционально, но и 
физически, формируя метаболон ЦТК [14]. Таким 
образом, метаболон ЦТК, по-видимому, пред-
ставляет собой сложный полиферментный ком-
плекс, определенные компоненты которого фи-
зически взаимодействуют с внутренней мито-
хондриальной мембраной. Учитывая тот факт, 
что субъединицы ОГДК (п2) и ПДК (п3) форми-
руют высокомолекулярные ассоциации, мы 
предполагаем, что метаболон цикла Кребса мо-
жет связываться с внутренней мембраной мито-
хондрий через два высокомолекулярных ком-
плекса – ПДК и ОГДК.  

Ферменты аминокислотного метаболизма 
(3) в основном солюбилизируются в своей наибо-
лее стабильной олигомерной форме (см. рисунок). 
Так, например, фермент метилкротонил-КоА-кар-
боксилаза (п1), участвующий в катаболизме 
лейцина, мигрирует в области 780 кДа в первом 
направлении (1D BNE), что соответствует массе 
очищенного фермента [15]. В то же время 1-пир-
ролин-5-карбоксилатдегидрогеназа (п39), участ-
вующая в деградации L-пролина до L-глутамата, 
солюбилизируется в виде димера, хотя в натив-
ном состоянии представляет собой гексамер, 
состоящий из трех димеров [16]. Видимо, димер-
ная форма для этого фермента, а также и для 
серингидроксиметилтрансферазы (п38), орнити-
наминотрансферазы (п40), дигидролипоилде-
гидрогеназы (п32) и изовалерил-КоА-дегидро-
геназы (п44) является наиболее устойчивой к 
действию детергента, несмотря на то что in vivo 
ферменты имеют тетрамерную (п38, 44), состо-
ящую из 2-х димеров, или гексамерную (п32, 44), 
состоящую из 3-х димеров, структуры.  

Практически все идентифицированные бел-
ки, осуществляющие процессинг нуклеиновых 
кислот (4), обнаружены в составе пока еще не-
изученных комплексов. Так, пять обнаруженных 
PPR-белков, то есть белков, содержащих пен-
татрикопептидные повторы (PPR), входят в со-
став нескольких комплексов с массами 135 (п52), 
300 (п51), 700 (п49, п50) и 1630 кДа (п47) (см. 
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рисунок). Подобные комплексы были выявлены 
также в митохондриях A. thaliana [6]. Предпола-
гается участие этих белков в посттранскрипци-
онных процессах в растительных органеллах, 
что может требовать присутствия дополнитель-
ных факторов, которые, вероятно, и являются 
частью подобных комплексов. Помимо PPR-бел-
ков матураза R (п48), которая вовлечена в сплай-
синг митохондриальных транскриптов nad1 и 
других генов, также, по-видимому, присутствует 
в составе пока неизвестного высокомолекуляр-
ного комплекса с массой, существенно превы-
шающей 1630 кДа (см. рисунок). Очевидно, этот 
фермент вместе с другими матуразами и факто-
рами сплайсинга может входить в состав мито-
хондриального сплайсингового комплекса, также 
называемого прото-сплайсосомой [17]. Обраща-
ет на себя внимание присутствие минорных ко-
личеств цитоплазматических 60S рибосомного 
L7-1-подобного белка (п45) и аргинин-тРНК-лига-
зы (п46) в области более 3 МДа. Эти белки могут 
являться компонентами цитоплазматической 
трансляционной мультиферментной машины. 
Мы предполагаем, что присутствие этих белков не 
является простым загрязнением, а скорее всего 
указывает на взаимодействие митохондрий с мем-
бранами эндоплазматического ретикулума, как это 
уже отмечалось в ряде исследований (рассмотре-
но подробно в обзорной статье [18]). 

Хорошо изученный митохондриальный шапе-
ронин БТШ60 (п27), который относится к группе 
белков, осуществляющих фолдинг и процессинг 
полипептидов (5), идентифицирован в области 
750 кДа в первом направлении BN (см. рисунок). 
Это указывает на то, что комплекс БТШ60 солю-
билизируется в нативной олигомерной форме, 
которая отличается высокой устойчивостью к 
действию дигитонина [8]. Идентифицированные 
митохондриальные прохибитины также формируют 
высокомолекулярные комплексы с массой около 
1130 кДа (п28, 29). Подобные прохибитиновые ком-
плексы были обнаружены в митохондриях M. 
truncatula [5] и A. thaliana (https://gelmap.de/1227). 
Функции этих белков пока до конца неясны, но 
имеются данные, указывающие на их шаперон-
ную активность, а также важную роль в развитии 
устойчивости к различным стрессовым воздей-
ствиям [5]. БТШ70 (п55) не обнаружен в составе 
ассоциаций в изучаемых органеллах. 

Из ферментов антиоксидантной защиты (6) 
удалось идентифицировать только митохондри-
альную марганцевую супероксиддисмутазу (п56). 
Фермент имеет матриксную локализацию и солю-
билизировался дигитонином в своей нативной 
функциональной тетрамерной форме (см. рисунок).  

Из большого семейства митохондриальных 
транспортных белков (7) удалось идентифици-
ровать порины (п58, п59), которые являются са-
мыми распространенными белками внешней ми-
тохондриальной мембраны, и АДФ/АТФ-тран-

слоказы (п60), одни из самых распространенных 
белков внутренней мембраны (см. рисунок). В 
нашем исследовании олигомеры порина были 
обнаружены в виде диффузных пятен в области 
80–90 и 130–150 кДа, что согласуется с данными 
других исследователей, которые дополнительно 
детектировали олигомеры VDAC с большей мо-
лекулярной массой [19, 20]. Три изоформы 
АДФ/АТФ-транслокатора и переносчик дикар-
боксилатов локализуются в одном пятне (п60) в 
области 90 кДа, что может предполагать олиго-
мерное состояние этих белков. Действительно, 
до недавнего времени считалось, что как 
АДФ/АТФ-транслокатор [21], так и дикарбокси-
латный переносчик [22] являются гомодимерами. 
Однако на сегодняшний день некоторые ученые 
оспаривают эти данные и доказывают, что 
АДФ/АТФ-транслокатор и все представители се-
мейства переносчиков внутренней митохондри-
альной мембраны функционируют в мономерной 
форме [23]. Дальнейшие исследования органи-
зации и механизмов работы этих переносчиков 
помогут прояснить этот спорный вопрос. 

В группе других белков (8) представлено 14 
полипептидов, 7 из которых имеют митохондри-
альную локализацию и участвуют в процессах 
сигнальной трансдукции (п65), метаболизме пи-
рувата (п57, 66), сборке железо-серных класте-
ров (п71, 72), деградации альдегидов (п70) и 
окислении полиненасыщенных жирных кислот 
(п73). Большинство из них имеют либо олиго-
мерную форму, либо находятся в ассоциациях с 
другими белками митохондрий (см. рисунок). 
Остальные полипептиды, присутствующие в геле в 
основном в небольших количествах, локализованы 
в цитоплазме (п62, 63), этиопластах (п64, 67), ап-
парате Гольджи (п61, 68) и пероксисомах (п69). 
Мы предполагаем, что наличие этих белков во 
фракции изучаемых митохондрий может свиде-
тельствовать не о простом ее загрязнении, а о 
взаимодействии органелл с другими компарт-
ментами клетки. Это предположение подкрепля-
ется имеющимися литературными данными о 
взаимодействии некоторых компартментов клет-
ки с митохондриями. Так, например, авторами 
работы [24] было обнаружено, что ферменты 
гликолиза, имеющие цитоплазматическую лока-
лизацию, могут ассоциировать с внешней мем-
браной растительных митохондрий, по-види-
мому, через белок VDAC. Также известно, что 
существуют контактные сайты между наружной 
мембраной митохондрий и мембранами эндо-
плазматического ретикулума [18]. Как следует из 
высокомолекулярной нативной массы белков других 
компартментов клетки (направление 1D BN-PAGE), 
идентифицированных в нашем исследовании, 
эти полипептиды солюбилизируются либо в оли-
гомерной форме, либо в ансамбле с другими 
белками (см. рисунок). Так, например, фосфо-
глицератмутаза (п62), катализирующая 8-ую ре-
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акцию гликолиза, идентифицирована в высоко-
молекулярной области с массой более 3 МДа, 
что предполагает ее ассоциацию с другими по-
липептидами. Учитывая имеющиеся литератур-
ные данные [24], мы полагаем, что высокомоле-
кулярный комплекс, включающий фосфоглице-
ратмутазу, может представлять собой метабо-
лон гликолиза, связанный с белками внешней 
мембраны митохондрий проростков гороха.  

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Полученные данные указывают на олигомер-

ную комплексную организацию митохондриаль-
ного протеома этиолированных побегов гороха. 
Многие белки обнаружены в составе надмолеку-
лярных ассоциаций, таких как: (a) суперкомплек-
сы системы ОКСФОС; (b) высокомолекулярные 
ассоциации, включающие ферменты цикла 
Кребса; (c) пока неизученные комплексы белков, 
осуществляющих процессинг нуклеиновых кис-
лот (PPR-комплексы, прото-сплайсосомы); (d) 
хорошо изученный комплекс БТШ60 и мало изу-

ченные высокомолекулярные ассоциации прохи-
битинов, а также другие суперструктуры. Значи-
тельная часть идентифицированных белков в 
протеоме изученных митохондрий представлена 
ферментами системы ОКСФОС, что вполне ожи-
даемо в связи с важной энергообразующей 
функцией этих органелл. Идентификация белков 
других компартментов клетки в составе мито-
хондрий может свидетельствовать не только об 
их функциональном, но и физическом взаимо-
действии с митохондриями. Дальнейшие иссле-
дования c применением современных методов 
электронной микроскопии, электрофоретическо-
го анализа и других методов позволят прояснить 
структуру и функциональную значимость таких 
взаимодействий. Учитывая постоянное обновле-
ние существующих баз данных, а также успехи в 
расшифровке геномов различных видов, можно 
ожидать появления новых данных относительно 
комплексома гороха и других видов растений, 
которые расширят наше понимание организации 
метаболических путей в изучаемых органеллах. 
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Аннотация. В условиях распространения бактериально-вирусных заболеваний у молодняка сель-
скохозяйственных животных актуальное значение приобрело использование интерферонов и пре-
паратов, влияющих на стимуляцию их биосинтеза. Ранее нами было исследовано влияние ветери-
нарного препарата Траметин, получаемого на основе гриба-ксилотрофа Trametes pubescens 
(Shumach.: Fr.) Pilat., на процесс биосинтеза интерферонов в крови мышей. Цель настоящей рабо-
ты – изучение динамики биосинтеза α- и γ-интерферонов при использовании Траметина и иссле-
дование его профилактической активности у телят. Показано, что однократное пероральное 
введение Траметина в дозах от 15 до 60 мг/кг вызывало дозозависимую индукцию и продукцию  
γ-интерферона в крови мышей, максимальное содержание которого через 48 ч после введения в 
дозе 30 мг/кг составляло 1337,0±93,0 пкг/мл. При увеличении дозы Траметина от 15 до 30 мг/кг 
уровень продукции α-интерферона через 48 ч после введения увеличивался до 1388,0±84,0 пкг/мл. 
При этом уровень продукции α-интерферона под действием Циклоферона в дозе 4,5 мг/кг соста-
вил 1455,47±84,2 пкг/мл, γ-интерферона – 1447,0±90,0 пкг/мл. Иммуностимулирующие свойства 
Траметина были подтверждены в научно-хозяйственном эксперименте на телятах с пониженным 
иммунитетом. В нашей работе критериями профилактической активности Траметина и Цикло-
ферона являлось иммунологическое исследование крови телят до и после применения препаратов. 
Профилактическая эффективность препарата Траметин подтверждается повышением фагоци-
тарной активности на 10,5%, фагоцитарного индекса – на 61,8%, фагоцитарного числа – на 
52,8%. Бактерицидная активность сыворотки после применения Траметина повышается на 60%. 
Аналогичным иммуностимулирующим действием обладает и Циклоферон. Показано, что неспе-
цифическая профилактика Траметином позволяет снизить заболеваемость молодняка бактери-
ально-вирусными респираторными заболеваниями и в целом повысить иммунитет телят.  
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Abstract. Given the spread of bacterial and viral diseases in young farm animals, the use of interferons and 
drugs to stimulate their biosynthesis has gained relevance. In a previous study, we examined the effect of a 
veterinary drug Trametin produced on the basis of Trametes pubescens (Shumach.: Fr.) Pilat. on the biosyn-
thesis of interferons in the blood of mice. The present work is aimed at studying the biosynthesis dynamics of 
α- and γ-interferons when using Trametin and studying its prophylactic activity in calves. It is shown that a 
single oral administration of Trametin in doses ranging from 15 to 60 mg/kg causes a dose-dependent induc-
tion and production of γ-interferon in the blood of mice, whose maximum content reaches 
1337.0±93.0 pg/mL at 48 h after administering a dose of 30 mg/kg. With a Trametin dose increase from 15 to 
30 mg/kg, the level of α-interferon production rises to 1388.0±84.0 pg/mL at 48 h after administration. At a 
Cycloferon dose of 4.5 mg/kg, the production level of α-interferon and γ-interferon amounts to 1455.47±84.2 
and 1447.0±90.0 pg/mL, respectively. The immunostimulatory properties of Trametin are confirmed by a sci-
entific and economic experiment conducted using immunocompromised calves. In our studies, an immuno-
logical test of calf blood performed prior to and following the administration of Trimetin and Cycloferon consti-
tutes criteria for the prophylactic activity of these drugs. The prophylactic efficacy of Trametin is confirmed by 
an increase in phagocytic activity by 10.5%, phagocytic index by 61.8%, and phagocytic number by 52.8%. 
After Trametin administration, the bactericidal activity of the serum increases by 60%. Cycloferon exhibits a 
similar immunostimulatory effect. Nonspecific prophylaxis using Trametin is shown to reduce the incidence of 
bacterial and viral respiratory diseases in young calves and generally improve their immunity. 
 

Keywords: Trametin, Cycloferon, interferon, immune status, mice, calves 
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ВВЕДЕНИЕ 
С начала XXI века наблюдается стремитель-

ное развитие смешанных инфекций вирусной и 
бактериальной природы, что осложняет не толь-
ко диагностику заболеваний, но и их специфиче-
скую и неспецифическую профилактику и тера-
пию. В связи с этим в условиях импортозамеще-
ния особую значимость приобретает разработка 
новых отечественных препаратов, обладающих 
иммуномодулирующими свойствами, проявляю-
щих противовирусное и антибактериальное дей-
ствие непосредственно или опосредованно за 
счет стимуляции иммунной системы, повышающих 
иммуногенность существующих вакцин [1–5]. На 
сегодняшний день большое значение приобрело 
использование в медицинской и ветеринарной 
практике как непосредственно препаратов ин-
терферонов, так и препаратов, влияющих на 
стимуляцию биосинтеза интерферонов, являю-
щихся факторами неспецифической резистент-
ности организма

1
 [6–12]. Универсальные свой-

ства интерферонов различных классов, которые 
делают их одним из важнейших факторов неспе-
цифической резистентности, позволили ввести 
интегральный показатель иммунитета – «интер-
фероновый статус» (ИФН-статус). Лекарствен-
ные средства, способствующие повышению био-
синтеза интерферонов, относят к группе индук-
торов. При этом действующие вещества индук-
торов могут быть как натурального, так и синте-
тического происхождения. Благодаря проведе-
нию курса неспецифической профилактики таки-

ми лекарственными средствами можно на дли-
тельное время обеспечить повышенный уровень 
в крови интерферонов различных классов. 

Существование в организме животных высо-
кокомпетентной и подверженной действию мно-
гих факторов подвижной системы интерферонов, 
которая сформировалась в процессе эволюции, 
и многообразие обнаруженных эффектов и изу-
ченных к настоящему времени физиологических 
функций различных классов интерферонов, без-
условно, указывает на их регуляторную роль в 
сохранении гомеостаза организма [10]. ИФН-
статус играет важную роль в системе иммуните-
та, а благодаря своей универсальности во мно-
гом превосходит значение некоторых других не-
специфических факторов иммунитета [13–16]. 
Необходимость исследования динамики измене-
ний ИФН-статуса при испытаниях новых препа-
ратов-иммуномодуляторов, разработке схем их 
применения диктуется концептуальным подхо-
дом, предусматривающим правильное и рацио-
нальное использование системы интерферона 
как терапевтического средства, формирующего 
неспецифическую резистентность к вирусным 
заболеваниям в норме и действующего при 
естественном выздоровлении при патологии. 

Наряду со специфической профилактикой 
инфекционных респираторных заболеваний в 
животноводстве применяют сыворотки, бакте-
риофаги, нормальные иммуноглобулины сыво-
роток крови животных, иммуномодулирующие 
препараты, пробиотики. В последнее время осо-

   

1
Чхенкели В.А. Иммунология: учеб. пособие. СПб. Проспект науки. 2015. 144 с. 

https://doi.org/10.21285/2227-2925-2021-11-4-581-589
https://doi.org/10.21285/2227-2925-2021-11-4-581-589
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бое внимание уделяется использованию препа-
ратов, получаемых на основе природного сырья, 
каким является и препарат полифункционально-
го действия Траметин, созданный на основе де-
реворазрушающего гриба T. pubescens. 

Цель настоящей работы состояла в изучении 
динамики биосинтеза α- и γ-интерферонов под 
влиянием ветеринарного препарата Траметин у 
лабораторных животных (мышей) и исследова-
ние его профилактической активности у телят. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Ветеринарный препарат Траметин произво-

дится с использованием методов биотехнологии 
на основе гриба-ксилотрофа Trametes pubescens 
(Shumach.: Fr.) Pilat. штамм 0663, полученного из 
коллекции грибов лаборатории биохимии грибов 
Ботанического института им. В. Л. Комарова РАН 
(г. Санкт-Петербург) [17, 18]. 

Эксперименты по определению интерферо-
ногенных свойств препарата Траметин проводи-
ли в опытах in vitro на белых беспородных мы-
шах (самцы с массой тела 18–20 г) в сравни-
тельном аспекте с препаратом Циклоферон, ко-
торый, как известно, индуцирует выработку всех 
типов интерферонов. 1 мл Циклоферона содер-
жит 12 мг меглюмина акридонацетат (в пересче-
те на акридонуксусную кислоту). Меглумина ак-
ридонацетат является низкомолекулярным индук-
тором интерферона, что определяет широкий 
спектр его биологической активности (противови-
русной, противовоспалительной, иммуномодули-
рующей). Основными клетками-продуцентами ин-
терферона после введения препарата являются 
макрофаги, Т- и В-лимфоциты. В зависимости от 
типа инфекции имеет место преобладание ак-
тивности того или иного звена иммунитета. Пре-
парат индуцирует высокие титры интерферона в 
органах и тканях, содержащих лимфоидные 
элементы (селезенка, печень, легкие), активиру-
ет стволовые клетки костного мозга, стимулируя 
образование гранулоцитов. Циклоферон активи-
рует Т-лимфоциты и естественные киллерные 
клетки, нормализует баланс между субпопуля-
циями Т-хелперов и Т-супрессоров, усиливает 
активность α-интерферонов. 

Содержание, питание и уход за животными в 
ходе эксперимента осуществлялись в соответ-
ствии с требованиями «Правил проведения работ 
с использованием экспериментальных животных», 
утвержденными приказом Минздравсоцразвития 
РФ от 23.08.2010 г. № 708н. Этические принципы 
обращения с лабораторными животными соблюда-
лись в соответствии с European Convention for the 
Protection of Vertebral Animals Used for Experimental 
and Other Scientific Purposes. Перед исследованием 
животные подвергались 5-дневному карантину. 

Для определения ИФН-статуса α- и γ-интер-
феронов в сыворотке крови мышей был приме-
нен метод твердофазного иммуноферментного 

анализа (ИФА) с использованием набора реаген-
тов А-8758 и А-8752 (АО «Вектор-Бест», Россия), 
предназначенных, соответственно, для опреде-
ления уровня α- и γ-интерферонов. Измерения 
проводились при длине волны 450 нм.  

Однако отечественные тест-системы показа-
ли низкий и недостоверный уровень содержания 
интерферонов, поэтому в дальнейшем исполь-
зовали тест-системы зарубежного производства. 
В связи с этим количественное содержание  
α-, γ-интерферонов в сыворотке крови мышей 
определяли методом ИФА с использованием 
следующих коммерческих тест-систем согласно 
инструкции производителя: Mouse IFN-alpha ELI-
SA Kit, Research & Diagnostics (R & D) Systems 
(США); Mouse IFN-gamma ELISA Kit, R & D Sys-
tems Europe Ltd (Великобритания). Для измере-
ний использовали ИФА-комплекс Human (Герма-
ния). Измерения проводились также при длине 
волны 450 нм. 

Через 6, 24, 48 и 72 ч мыши были декапити-
рованы. В полученных образцах сыворотки крови 
тестировали уровень α- и γ-интерферонов мето-
дом твердофазного ИФА. Мышей выдерживали 
под легким эфирным наркозом до исчезновения 
ноцицептивных рефлексов. Забор крови прово-
дили методом декапитации в стерильных усло-
виях. Образцы крови, полученные в каждый срок 
исследования, состояли из пула (смеси) крови от 
2 мышей в объеме 2 мл (по 1 мл от каждой осо-
би), из которого после центрифугирования в ре-
жиме 5000 об./мин 15 мин отбирали сыворотку в 
объеме 1,0 мл в стерильные пробирки типа Эп-
пендорф. Сыворотки крови мышей, соответ-
ствующие каждому сроку забора, разделяли на 
аликвоты по 0,3 мл в 3 стерильные пробирки Эп-
пендорф, которые до проведения соответству-
ющего ИФА хранили при температуре -70 ºC.  

Содержание α-, γ-ИФН в пробах сыворотки 
определялось в пяти временных сроках – 6, 24, 
48, 72 и 96 ч (по 2 мыши в каждый срок) после 
однократного перорального введения препара-
тов Траметин и Циклоферон.  

Научно-хозяйственный эксперимент по не-
специфической профилактике респираторных 
болезней телят проводили на базе молочно-то-
варной фермы ООО МИП «Новоямское» Иркут-
ского района, на которой, по данным анализа 
эпизоотологической ситуации по респираторным 
заболеваниям по Иркутской области за период с 
2011 по 2018 гг., по данным службы ветеринарии 
Иркутской области, а именно, отдела организа-
ции противоэпизоотических мероприятий, ле-
чебной и лабораторной работы, наблюдали по-
вышение заболеваемости телят смешанными 
респираторными инфекциями [2]. Схемы прове-
дения научно-хозяйственных экспериментов по 
профилактике респираторных болезней состав-
ляли на основе ранее проведенных лаборатор-
ных экспериментов. Группы животных набирали 
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по принципу аналогов (по 8 голов). Профилакти-
ку осуществляли в течение 10 сут. в дозах 20, 40, 
60 мл/гол. препарата Траметин. В качестве пре-
парата сравнения использовали Циклоферон в 
дозе 3,0 мл/гол. в сутки для профилактики в те-
чение 10 дней. 

Гематологические исследования проводили 
согласно общепринятым методикам с использо-
ванием ветеринарного автоматического гемато-
логического анализатора VetAbc (Франция) [19] . 

Биохимические показатели определяли по 
общепринятым методикам с использованием 
биохимического анализатора Rayto 1904C (Ки-
тай), тест-систем для биохимических анализато-
ров фирмы Cormay (Польша)

2
.  

Статистическую обработку эксперименталь-
ных данных осуществляли в соответствии с об-
щепринятыми методиками с использованием 
программных пакетов Microsoft Excel

3
 [20]. 

 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Для определения оптимальной концентрации 

Траметина на образование α-интерферона у 
мышей было создано 6 групп по принципу анало-
гов (по 8 животных): 1-я группа – контрольная;  
2-я – контрольная, при введении 0,2 мл перо-
рально физиологического раствора – плацебо;  
3-я – экспериментальная, при введении 0,2 мл 
препарата Траметин перорально в разведении 
1:20; 4-я – экспериментальная, 0,2 мл препарата 
Траметин в разведении 1:10; 5-я – эксперимен-
тальная, 0,2 мл препарата Траметин в разведе-
нии 1:5; 6-я – экспериментальная, 3,0 мл препа-
рата Циклоферон в разведении 1:30 при содер-
жании 125 мг/мл меглюмина акридонацетата в 
1 мл Циклоферона). 

Расчет оптической плотности исследуемых 
проб проводили с последующей обработкой и пре-
образованием данных оптической плотности в пи-
кограммы в мл (пкг/мл). Все исследования прово-
дили в трехкратной повторности. Данные по влия-

нию препаратов на содержание α-интерферона в 
сыворотке крови мышей представлены в табл. 1.  

Однократное пероральное введение Траме-
тина в дозах от 15 до 60 мг/кг вызывало дозо-
зависимую индукцию и продукцию α-ИФН в сы-
воротке крови мышей, максимальное содержа-
ние которого через 48 ч после введения пре-
парата в дозе 30 мг/кг составляло 
1337±93,0 пкг/мл. Уровень продукции α-ИФН в 
сыворотке крови мышей под действием Цикло-
ферона в дозе 4,5 мг/кг несколько превышал 
уровень α-ИФН под действием Траметина и со-
ставлял 1447,0±90,0 кг/мл.  

При увеличении дозы Траметина от 15 до 
30 мг/кг уровень продукции α-ИФН увеличивался 
более чем в 7,5 раз, а по сравнению с контролем – 
более чем в 49 раз. Повышение дозы Траметина 
более 30 мкг/кг (до 60 мк/кг) не приводит к увели-
чению синтеза интерферонов. Установлено, что 
однократное пероральное введение Траметина в 
дозах от 15 до 60 мг/кг вызывало дозозависимую 
индукцию и продукцию α-ИФН в сыворотке крови 
мышей, максимальное содержание которого через 
48 ч после введения препарата Траметин в дозе 
30 мг/кг составляло 1338±84,0 пкг/мл. Уровень 
продукции α-ИФН в сыворотке крови мышей под 
действием Циклоферона в дозе 4,5 мг/кг несколько 
превышал уровень α-ИФН под действием Траме-
тина и составлял 1455,47±84,2 пкг/мл. 

Определение оптимальной концентрации 
Траметина на образование γ-ИФН у мышей про-
водилось на 6 группах животных аналогично 
определению концентрации Траметина на обра-
зование α-интерферона. Мыши были декапити-
рованы также через 6, 24, 48 и 72 и 96 ч. В полу-
ченных образцах сыворотки крови лабораторных 
животных методом ИФА тестировали уровень  
γ-интерферона. Данные по влиянию препаратов 
на содержание γ-интерферонов в сыворотке 
крови представлены в табл. 2. 

 

Таблица 1. Динамика содержания α-интерферонов в сыворотке крови мышей  

при однократном введении препаратов 
 

Table 1. Dynamics of α-interferons content in mouse blood serum after a single introduction of drugs 
 

Группа 

Содержание α-ИФН, пкг/мл, в сыворотке крови 
через различные сроки после введения препаратов, ч 

6 24 48 72 96 

Контрольная 4,4±1,2 3,1±0,1 2,9±0,3 3,4±0,2 2,7±0,6 

Плацебо (0,2 мл физ. р-ра) 4,8±1,2 3,6±0,5 3,20±0,5 3,8±0,6 2,5±0,1 

Траметин  
(0,2 мл в разведении 1:20,15 мг/кг) 

6,4±1,2 18,6±1,2 444,1±11,0 10,4±0,5 5,4±0,3 

Траметин  
(0,2 мл в разведении 1:10,30 мг/кг) 

38,6±1,2 443,5±23,5 1338,0±84,0 273,8±12,6 125,4±9,6 

Траметин 
(0,2 мл в разведении 1:5, 60 мг/кг) 

8,5±1,3 4486,3±1,2 1450,2±12,3 283,7±2,7 132,5±3,1 

Циклоферон 
(0,2 мл в разведении 1:30,4,5 мг/кг) 

45,9±1,2 525,7±32,4 1455,47±84,2 374,2±21,3 132,7±7,8 

   

2
Камышникова В. С. Справочник по клинико-биохимическим исследованиям и лабораторной диагностике. 3-е изд. 

М.: МЕДпресс-информ, 2009. 896 с. 
3
Аблов А. М., Батомункуев А. С., Анганова Е. В., Мельцов И. В.  Применение статистических методов при анализе 

эпизоотической ситуации по инфекционным болезням животных и птиц: методические рекомендации. Иркутск: 
ИрГСХА, 2014. 25 с. 



Чхенкели В. А. Влияние препарата Траметин, получаемого на основе грибов-ксилотрофов … 
Chkhenkeli V. A. Veterinary drug Trametin obtained on the basis … 

 

 

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour 
 

585 
 

 

Таблица 2. Динамика содержания γ-интерферонов в сыворотке крови мышей  

при однократном введении препаратов 
 

Table 2. Dynamics of γ-interferons content in mouse blood serum after  

a single introduction of drugs 
 

Группа 
Содержание γ-ИФН, пкг/мл, в сыворотке крови через различные сроки, ч 

6 24 48 72 96 

Контрольная 1,5±0,4 3,1±0,1 2,9±0,1 3,0±0,1 2,7±0,3 

Плацебо  
(0,2 мл физ. р-ра) 

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

Траметин 
(0,2 мл в разведении 1:20, 15 мг/кг) 

10,2±0,4 12,6±1,1 176±1,0 10,4±1,0 5,4±0,2 

Траметин 
(0,2 мл в разведении 1:10, 30 мг/кг) 

38,6±1,3 436,5±7,5 1337±93,0 273,8±7,8 125,4±3,5 

Траметин 
(0,2 мл в разведении 1:5, 60 мг/кг) 

20,5±1,1 442,3±2,5 1338,2±32,5 281,7±2,7 129,5±2,1 

Циклоферон 
(0,2 мл в разведении 1:30, 4,5 мг/кг) 

45,9±2,3 546,7±8,9 1447±90,0 374,2±3,9 132,7±1,5 

 

У телят первой группы, получавших препарат 
Траметин, отмечали улучшение общего состоя-
ния, увеличение привеса, а при дальнейшем 
наблюдении и увеличение сопротивляемости 
другим заболеваниям. 

Изменения некоторых гематологических и 
биохимических показателей крови при профи-
лактике препаратом Траметин в дозе 30 мл на 
голову в течение 5 дней и Цилофероном в дозе 
3,0 мл/гол. (при содержании 125 мг/мл меглюми-
на акридонацетата в 1 мл Циклоферона) пред-
ставлены в табл. 3 и 4. 

Гематологические исследования показали, 
что при профилактике препаратом Траметин со-
держание эритроцитов в крови телят увеличи-
лось на 44,4%, тромбоцитов – на 100,9 %, гема-
токрита – на 70,0%, гемоглобина – на 46,9%. При 
профилактике Циклофероном содержание эрит-
роцитов в крови повысилось на 57,3%, тромбо-

цитов – на 250,0%, гемоглобина – на 4,3%. При 
проведении биохимических исследований уста-
новлено, что при профилактике препаратом 
Траметин уровень глюкозы в крови увеличивает-
ся на 22,9%, белка – на 4,1%, при профилактике 
Циклофероном содержание белка в сыворотке 
крови практически не изменяется, а уровень 
глюкозы в крови увеличивается на 14,3%. 

Пониженное содержание макроэлементов 
(калия, кальция, фосфора) свидетельствует о 
необходимости введения в рацион телят мине-
ральных добавок, отсутствие которых в рационе 
животных может привести к гипокальциемии и, 
следовательно, к рахиту, гипофосфатемии (де-
минерализации скелета) и другим заболеваниям. 
Недостаток железа в рационе телят вызывает 
снижение синтеза гемоглобина, что приводит к 
анемии, потере аппетита, замедлению роста, 
повышенной восприимчивости к заболеваниям. 

 
Таблица 3. Изменение гематологических показателей при профилактике респираторных заболеваний телят 
 

Table 3. Changes in hematological parameters during the prevention of respiratory diseases in calves 
 

Параметр Норма 

Контроль Траметин Циклоферон 

до  
эксперимента 

после 
эксперимента 

до  
профилактики 

после  
профилакики 

до  
профилактики 

после  
профилактики 

WBC, 10
9
 6,1–9,1, 10

9
 25,9±0,2 25,5±2,1 28,3±2,3 12,3±0,2 22,7±0,2 11,7±0,1 

RBC, 10
12

 5,0–7,5, 10
12

 3,36±2,0 1,26±0,3 1,76±0,3 8,76±0,2 6,7±0,1 10,3±0,2 
HGB, г/л 90,0 -140,0 40,0±0,4 47,0±0,3 64,0±0,2 94,0±7,8 68,0±0,2 97,0±2,0 
HCT – 13,7±0,1 6,8±0,2 9,4±0,1 32,9±1,2 23,3±0,1 39,3±1,1 
MCV – 40,8±0,4 53,1±0,2 37,6±0,4 53,4±0,5 38,4±0,3 38,3±0,3 
MCH – 11,9±0,2 36,7±0,3 10,7±0,2 36,4±1,3 11,0±0,1 10,4±0,1 
MCHC – 290±3,2 256,0±1,2 286,0±3,2 272,0±1,2 287,0±1,8 272,0±1,2 
PLT, 10

9
 – 236,0±2,1 318,0±2,1 327,0±23,4 661,0±2,4 320,0±2,1 660,0±2,4 

Lym 3,3–10,1 21,4±0,3 23,5±0,6 6,6±0,3 7,6±0,2 19,0±1,1 6,5±0,5 
Mon – 1,1±0,1 1,4±0,4 5,1±0,6 4,0±0,4 1,30±0,2 2,5±0,4 
Gra – 3,4±0,1 0,6±0,1 16,6±0,1 0,7±0,02 2,4±0,1 2,7±0,6 
Lym,% 40–65 82,4±0,2 92,3±0,1 23,3±0,2 61,6±0,3 87,6±0,5 55,6±0,5 
Mon.% 2–7 4,2±0,1 5,3±0,1 18,0±0,1 32,1±0,2 5,7±0,1 22,4±0,1 
Gra% – 13,4±0,3 2,4±0,3 58,7±0,3 6,3±0,1 10,7±0,3 23,0±0, 2 
RDW – 17,4±0,7 3,5±0,8 18,8±0,7 2,7±0,2 19,7±1,0 20,3±0,7 
PCT – 0,4±0,02 0,5±0,3 0,3±0,02 0,4±0,03 0,5±0,03 0,4±0,03 
MPW – 4,7±0,6 6,7±0,3 5,3±0,6 6,7±0,2 6,7±0,2 6,5±1,37 
PDW – 16,6±0,3 10,8±0,1 18,9±0,3 12,5±0,1 16,7±0,3 17,3±1,1 

Примечание. WBC – лейкоциты, клеток/л; RBC – эритроциты, клеток/л; HGB – концентрация гемоглобина; 
HCT – гематокрит; MCV – среднее содержание гемоглобина в эритроците, пг; MCH – среднее содержание 
гемоглобина в эритроците, фмоль; MCHC – средняя концентрация гемоглобина в эритроците, г/л; 
PLT – тромбоциты, клеток/л; дифференцировка лейкоцитов: Lym, % – лимфоциты;  Mon, % – моноциты и 
некоторые эозинофилы; Gra, % – нейтрофилы, эозинофилы и базофилы; «–» –данных нет в литературе. 
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Таблица 4. Изменение биохимических показателей при профилактике респираторных заболеваний телят 
 

Table 4. Changes in biochemical parameters during the prevention of respiratory diseases in calves 
 

Показатель Норма 

Контроль Траметин Циклоферон 

до  
начала 

экспермента 

после  
окончания 

эксперимента 

до  
профилатики 

после  
профилактики 

до  
профилактики 

после  
профилатики 

Общий белок, г/л 62,0–82,0 56,5±1,5 57,16±0,2 56,2±0,1 58,5±0,73 56,1±0,5 56,1±0,5 
Глюкоза, моль/л 1,9–3,8 3,5±0,1 3,5±0,2 3,5±0,1 4,3±0,01 3,5±0,1 4,0±0,1 
Фосфор, моль/л 1,1–2,8 4,4±0,1 4,3±0,3 4,3±0,01 4,3±0,07 4,3±0,1 4,32±0,1 
Кальций, моль/л 2,5–2,8 0,9±0,01 1,0±0,06 0,9±0,02 0,9±0,01 0,9±0,03 0,9±0,01 
Калий, моль/л 4,0–5,8 33,7±0,1 32,7±0,1 30,3±0,5 31,7±0,9 30,3±0,1 32,3±1,10 
Железо, моль/л 16,1–-19,7 5,7±0,7 5,6±0,3 5,2±0,4 5,1±0,4 5,26±0,2 5,3±0,4 
Хлориды, моль/л 96,1–109,0 52,9±0,2 532±0,3 50,4±0,7 53,24±0,4 50,3±0,1 53,1±0,2 

 

 
Плацента сельскохозяйственных животных 

непроницаема для антител матери, поэтому моло-
зиво служит единственным источником защиты 
новорожденных в постнатальный период. Потреб-
ление и адсорбция иммуноглобулинов является 
важнейшим фактором для выживания и нормаль-
ного развития новорожденных животных. Телята, 
получавшие молозиво своевременно, более 
устойчивы в постнатальный период, чем живот-
ные, не получавшие молозиво или получавшие его 
в недостаточном количестве. Поэтому для нас бы-
ло важно определить иммунный статус у новорож-
денных телят, обусловленный получением имму-
ноглобулинов с молозивом. Полученные данные 
отражены в табл. 5. По результатам исследований 
иммунного статуса у новорожденных телят, прове-
денных согласно стандартной методике, у телят 
всех групп были выявлены признаки умеренного 
иммунодефицита, что, возможно, связано с усло-
виями содержания телят, временем выпаивания 
молозива. Определение сывороточных иммуногло-
булинов проводилось по результатам реакции пре-
ципитации сульфитом натрия. Установлено, что 
уровень иммуноглобулинов у новорожденных жи-
вотных понижен – около 15 мг/мл (при этом наблю-
дали помутнение раствора, хлопья преципитата).  

В проводимых нами исследованиях критерия-
ми профилактической активности препаратов Тра-
метин и Циклоферон являлось иммунологическое 
исследование крови телят до и после применения 
препаратов. Исследования проводились по таким 
показателям, как фагоцитарная активность (ФА), 
фагоцитарный индекс (ФИ), фагоцитарное число 
(ФЧ) и бактерицидная активность сыворотки крови 
(БАСК).  

Таблица 5. Определение уровня сывороточных  

иммуноглобулинов по результатам преципитации  
сульфитом натрия при профилактическом  
использовании препаратов Траметин и Циклоферон 
 

Table 5. Determination of the level of serum  

immunoglobulins based on the results of precipitation  
with sodium sulfite during the prophylactic  
use of the drugs Trametin and Cycloferon 
 

Группа 
Концентрация сульфита натрия, % 

14 16 18 

Контроль - - - 
Траметин - + + 
Циклоферон - + + 

Примечание. «-» – очень низкий уровень иммуногло-
булинов (ниже 5 мг/мл); «+» – оптимальный уровень 
иммуноглобулинов (более 15 мг/мл). 

 
Фагоцитарная активность, фагоцитарный ин-

декс, фагоцитарное число сыворотки крови у те-
лят находятся несколько ниже нормы или в ниж-
них пределах нормы. Профилактическая эффек-
тивность препарата Траметин подтверждается 
повышением фагоцитарной активности на 10,5%, 
фагоцитарного индекса – на 61,8%, фагоцитар-
ного числа – на 52,8% (табл. 6). БАСК после 
применения Траметина повышается на 60%. 
Аналогичным иммуностимулирующим действием 
обладает и Циклоферон. 

Следовательно, применение препарата Тра-
метин способствует повышению иммунного ста-
туса организма телят. При профилактике препа-
ратом Циклоферон наблюдали незначительное 
повышение показателей фагоцитарной активно-
сти и БАСК. 

 
Таблица 6. Влияние профилактики препаратами Траметин и Циклоферон на фагоцитарную активность  

и бактерицидную активность крови телят 
 

Table 6. Effect of preventative treatment using Trametin and Cycloferon on the phagocytic activity  

and bactericidal activity of the blood of calves 
 

Показатель 
Контроль Траметин Циклоферон 

до после до после до после 

ФА, % 49,7±0,12 49,6±0,2 50,4±0,21 55,7±0,1 48,6±0,24 52,2±0,15 
ФИ 4,5±0,23 4,4±0,13 4,3±0,41 6,96±0,14 4,2±0,56 4,82±0,13 
ФЧ 6,9±0,1 6,8±0,2 6,41±0,32 9,8±0,12 6,85±0,34 7,7±0,16 
БАСК,% 67,1±0,17 67,0±0,31 74,8±0,11 29,8±0,13 67,0±0,15 47,0±0,14 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Полученные данные по интерфероногенным 

свойствам препарата Траметин на примере  
α- и γ-интерферонов, содержащихся в сыворотке 
крови мышей, в сравнении с действием препарата 
Циклоферон при его разведении в 10 раз и введе-
нии в дозе 0,2 мг/мл меглюмина акридонацетат в 
пересчете на акридонуксусную кислоту, свиде-
тельствуют о том, что наибольший эффект дости-
гается при введении препарата Траметин в разве-
дении 1:10 (в дозе 30 мг/кг) через 48 ч после его 
введения. Проведенные исследования были под-

тверждены в научно-хозяйственном эксперименте 
на телятах. Показано, что неспецифическая про-
филактика препаратом Траметин в дозе 30 мл на 
голову в течение 5 дней позволяет повысить им-
мунитет телят, а следовательно, снизить заболе-
ваемость молодняка сельскохозяйственных жи-
вотных инфекционными болезнями, в том числе и 
смешанными бактериально-вирусными респира-
торными заболеваниями. Аналогичным иммуно-
стимулирующим действием обладает и Циклофе-
рон в дозе 3 мл на голову раз в сутки при введении 
перорально в течение 5 суток. 
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Аннотация. Растительные экстракты, богатые полифенолами, могут использоваться в пище-
вой промышленности в качестве натуральных консервантов и значительно уменьшить использо-
вание химических консервантов, продлевая срок годности готовых продуктов и полуфабрикатов. 
Цель данного исследования – изучение полифенольного состава экстрактов лекарственных рас-
тений, их антиоксидантной активности и антибактериальных свойств в условиях пищевых си-
стем. Объекты исследования: горец птичий (Polýgonum aviculáre), душица (Oríganum), череда 
(Bídenstripartíta), чабрец (Thýmus), брусника листья (Vaccíniumvítis-idaéa), календула цветки 
(Calendula), шалфей (Salvia), ромашка цветки (Matricāriachamomīlla), эвкалипт (Eucalýptus), толок-
нянка (Arctostáphylosúva-úrsi). Определены: общее содержание фенольных соединений, флавонои-
дов; антиоксидантная активность по методу DPPH и FRAP; изменение обсемененности живот-
ного сырья на ОМЧ, БГКП, дрожжи/грибы, сальмонеллы, стафилококки. Экстракты шалфея 
(1138±57 мг ГК/100 г и 537±25 мг К/100 г), эвкалипта (1073±49 мг ГК/100 г и 412±20 мг К/100 г), 
цветков ромашки (1002±36 мг ГК/100 г и 493±22 мг К/100 г) и душицы (1015±42 мг ГК/100 г и 
458±21 мг К/100 г) содержат наибольшее количество биологически активных веществ (фенольных 
веществ и флавоноидов соответственно). Экстракты шалфея, эвкалипта и ромашки проявляют 
наибольшую активность среди исследуемых объектов по показателям антиоксидантности. 
Большинство анализируемых экстрактов не влияет или влияет в незначительной степени на ор-
ганолептические свойства готовых продуктов. Полное подавление роста патогенных микроорга-
низмов в пищевых системах при исследуемых условиях проявляют также экстракты цветков ро-
машки, шалфея и эвкалипта. Значительное сокращение роста микрофлоры происходит при обра-
ботке животного сырья экстрактами цветков календулы, душицы, чабреца. Экстракты шалфея, 
цветков ромашки, цветков календулы, душицы, чабреца могут быть рекомендованы в качестве 
компонентов пищевого сырья. 
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Abstract. Plant extracts rich in polyphenols can be used in the food industry as natural preservatives,  
extending the shelf life of prepared and semi-finished foods without chemical preservatives. In this paper, we 
investigate the polyphenolic composition, antioxidant activity and antibacterial properties of herbal extracts 
as part of food systems. The research objects were knot grass (Polýgonum aviculáre), marjoram (Oríga-
num), bur beggar-ticks (Bídenstripartíta), thyme (Thymus), whortleberry leaves (Vaccínium ida vítis), calen-
dula (Calendula), sage (Salvia), chamomile flowers (Matricāriachamomīlla), eucalyptus (Eucalýptus) and 
bearberry (Arctostáphylosúva-úrsi). We determined the total content of phenolic compounds and flavonoids; 
the antioxidant activity by DPPH and FRAP methods; variations in the bacterial сontamination of animal raw 
materials over total bacterial count (TBC), coliform bacteria, yeast/fungi, salmonella and staphylococcus. 
Extracts of sage (1138±57 mg GA/100 g and 537±25  mg C/100 g), eucalyptus (1073±49 mg GA/100 g and 
412±20 mg C/100 g), chamomile flowers (1002±36 mg GA/100 g and 493±22 mg C/100 g) and marjoram 
(1015±42  mg GA/100 g and 458±21 mg C/100 g) contain the largest amount of biologically active substanc-
es (phenols and flavonoids, respectively). Sage, eucalyptus and chamomile extracts demonstrate the highest 
antioxidant activity among the studied samples. Most of the studied extracts exhibit little or no effect on the 
organoleptic properties of finished products. In addition, chamomile flower, sage and eucalyptus extracts 
suppress the growth of pathogenic microorganisms in foods under experimental conditions. The microflora 
growth is significantly reduced when treating animal raw materials with calendula flowers, marjoram and 
thyme extracts. Extracts of sage, chamomile flowers, calendula flowers, marjoram and thyme can be re-
commended as components of food raw materials. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Невосприимчивость грамотрицательных бак-

терий к воздействию различных веществ с каж-
дым годом возрастает. Распространение бакте-
рий с множественной резистентностью к лекар-
ствам стимулирует поиск новых антибактери-
альных препаратов для борьбы с устойчивыми 
фенотипами [1, 2]. Растительные вещества явля-
ются хорошим источником противоинфекционных 
соединений благодаря разнообразию их видов и, 
соответственно, химических структур [3].  

Лекарственные растения играют важную 
роль в развитии современных исследований, 
являясь отправной точкой для новых разработок 
в медицине [4]. Растительные материалы по-
прежнему незаменимы при оказании первичной 
медико-санитарной помощи в качестве терапев-
тических средств. Известно, что лекарственные 
растения лечат многие инфекционные заболе-
вания, и это обосновывает их использование в 
качестве источника антимикробных агентов для 
расширения спектра доступных антибиотиков [5]. 
Большинство из них содержат вещества, явля-
ющиеся предшественниками для синтеза ле-
карств, или вещества, которые могут быть ис-
пользованы в терапевтических целях. Экстракты, 
подтвердившие свою эффективность, могут быть 
использованы в качестве естественных альтер-
нативных профилактических средств для борьбы 
с заболеваниями, вызванными пищевыми отрав-
лениями. Это позволит сохранять пищевые про-
дукты без опасности для здоровья человека от 
воздействия химически полученных антимикроб-
ных агентов [6]. Растения используются в меди-

цине в различных странах и являются источни-
ком многих сильнодействующих биологически 
активных веществ. Использование растения 
полностью или его отдельных частей, содержа-
щих разнообразные по составу и количеству 
биологически активные компоненты, позволяет 
целенапрвленно действовать против различных 
патогенов [7]. 

В некоторых публикациях сообщается, что 
продукты из куриного мяса могут содержать па-
тогены пищевого происхождения и бактерии 
порчи, сокращающие срок годности, вызывая 
опасность для здоровья потребителей [8, 9]. В 
частности, существует высокий риск пищевого 
отравления при употреблении готовых продуктов 
типа Street food, что обусловлено быстрым спо-
собом приготовления, недостаточным для уни-
чтожения микробов, или загрязнением во время 
хранения [10, 11]. В готовых изделиях могут при-
сутствовать такие патогены, как Staphylococcus 
aureus, Bacillus cereus, Clostridium perfringens, 
Listeria monocytogenes, Escherichia coli O157:H7 и 
Salmonella spp. [12]. 

Специи и травы применяются для маринада 
мяса, действуя как хорошие натуральные кон-
серванты. Авторами работы [13] было показано, 
что имбирная паста обладает сильной антимик-
робной активностью в отношении E. coli O157:H7, 
вызывая ингибирование патогенных бактерий в  
2 раза в говяжьем фарше через 3 дня при тем-
пературе 8 ºC. В другом исследовании авторы 
продемонстрировали низкий рост микробов в 
сухом вяленом мясе, обработанном ферменти-
рованной соевой пастой, – 3,30 Log10 КОЕ г че-
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рез 48 ч хранения при температуре 37 ºC [14].  
Растительные экстракты содержат широкий 

спектр биологически активных соединений: в ос-
новном полифенолы, а также иридоиды, амиды, 
алкалоиды, сапонины, гликозиды и терпеноиды 
[15]. Полифенолы встречаются во всех частях 
растений, но их наибольшее количество было 
обнаружено в листьях [16]. Растительные экс-
тракты проявляют высокую антибактериальную 
активность, что подтверждается некоторыми по-
следними исследованиями. Экстракт гибискуса 
сабдариффа (Hibiscus sabdariffa) показал анти-
бактериальную активность в отношении грамот-
рицательных (Escherichia coli, Salmonella ente-
rica) и грамположительных бактерий (Staphyloco-
ccus aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus ce-
reus) [17]. Экстракты, полученные из таких ле-
карственных растений, как Agrimonia pilosa, Smi-
lax glabra, Iris domestica, Anemone chinensis, по-
давляли рост патогенов пищевого происхожде-
ния: S. enterica Ty-phimurium, E. coli и L. mono-
cytogenes [18].  

Существует три основных механизма дей-
ствия полифенолов:  

а) ингибирование функции цитоплазматиче-
ской мембраны;  

б) ингибирование синтеза нуклеиновых кислот;  
в) ингибирование энергетического метабо-

лизма.  
Полифенолы могут изменять морфологию 

клеток бактерий, повреждая клеточную стенку, 
что приводит к «утечке» («leakage») внутрикле-
точного материала. Они способны увеличить 
выработку активных форм кислорода (АФК) и, 
следовательно, вызвать окислительный стресс в 
клетках бактерий. Они также могут влиять на 
биосинтез белка, что приводит к изменениям в 
метаболических процессах. При более высоких 
концентрациях полифенолы могут оказывать 
ингибирующее действие, при более низких – 
стимулирующее действие, что свидетельствует о 
механизме бактериальной защиты [19, 20].  

Благодаря своим антибактериальным и анти-
оксидантным свойствам растительные экстракты, 
богатые полифенолами, могут использоваться в 
пищевой промышленности в качестве натуральных 
консервантов, что значительно уменьшит приме-
нение химических консервантов. Они способны 
продлить срок годности готовых продуктов и полу-
фабрикатов, подавляя рост бактерий и тем самым 
замедляя процессы порчи. 

Целью данной работы являлось изучение 
полифенольного состава экстрактов таких ле-
карственных растений, как горец птичий, душица, 
череда, чабрец, брусника листья, календулы 
цветки, шалфей, ромашка цветки, эвкалипт, то-
локнянка, их антиоксидантной активности и ан-
тибактериальных свойств в условиях пищевых 
систем.  

 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Химические вещества и реагенты. Этанол, 

дистиллированная вода. Реактив Фолина – Чо-
кальтеу и галловая кислота были приобретены у 
фирмы Fluka (Германия), DPPH (2,2-дифенил-1-
пикрилгидразил), нитрит натрия, хлорид алюми-
ния, карбонат натрия, линолевая кислота – у 
фирмы Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Германия), 
2,4,6-три(2-пиридил)-s-триазин (TPTZ) – у фирмы 
Fluka Chemicals (Испания). В исследовании так-
же использованы соляная и уксусная кислоты, 
ацетат натрия, фосфат натрия, хлорид желе-
за (II), хлорид железа (III), хлорид калия, роданид 
аммония. 

Объекты исследования. Экстракты получены 
из лекарственных растений: горец птичий (Po-
lýgonum aviculáre), душица (Oríganum), череда 
(Bídenstripartíta), чабрец (Thýmus), брусника ли-
стья (Vaccínium vítis-idaéa), календула цветки 
(Calendula), шалфей (Salvia), ромашка цветки 
(Matricāria chamomīlla), эвкалипт (Eucalýptus), 
толокнянка (Arctostáphylos úva-úrsi)). Влияние 
антибактериальной активности экстрактов опре-
делялось на мясе свиньи (гуляш свиной охла-
жденный, «Слово мясника»), мясе курицы (филе 
цыпленка-бройлера охлажденное, «Пестречинка 
№ 3») и рыбе (треска мурманская, свежеморо-
женая, филе, «Бухта изобилия»). 

Получение экстракта. Концентрированные 
экстракты получены при следующих технологиче-
ских параметрах: экстрагирование 505-ным этило-
вым спиртом при температуре 40±5 ºC в течение 
120 мин, соотношении сырье/растворитель 1:10. 
Концентрирование происходило на циркуляцион-
ном вакуум-выпарном аппарате до содержания 
массовой доли растворимых сухих веществ 30%. 

Обработка мяса экстрактами. Образцы 
свинины, курицы и рыбы обрабатывали концен-
трированными экстрактами в количестве 5% по 
массе. Образцы хранили в течение 3, 6 и 9 дней 
при температуре 3–7 ºC без доступа света и кис-
лорода.  

Определение органолептических показате-
лей образцов свинины с экстрактами проводили 
по ГОСТ 9959-2015, курицы с экстрактами – по 
ГОСТ 31936-2012, рыбы с экстрактами – по 
ГОСТ 7631-2008. 

Содержание общих фенолов в объектах оце-
нивали с помощью модифицированной версии 
метода Фолина – Чокальтеу [21]. Галловую кис-
лоту использовали в качестве стандарта, водный 
раствор галловой кислоты (200 мг в 1000 см

3
) 

разбавляли дистиллированной водой, чтобы по-
лучить соответствующие концентрации для ка-
либровочной кривой. Для анализа было взято 
0,50 см

3
 анализируемого объекта или стандарта 

галловой кислоты, 4,00 см
3
 дистиллированной 

воды, 0,25 см
3
 реактива Фолин – Чокальтеу и 

0,25 см
3
 насыщенного водного раствора карбо-

ната натрия. Образцы встряхивали и выдержи-
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вали в темноте 30 мин при комнатной темпера-
туре. Коэффициент поглощения определяли на 
спектрофотометре при 725 нм. Результаты вы-
ражали в мг эквивалента галловой кислоты в  
100 г сухого веса. Эксперимент проводился в 
трехкратном повторении. 

Общее содержание флавоноидов в объектах 
измеряли с использованием модифицированного 
метода, изложенного в работе [21]. Анализиуе-
мый объект или стандартный раствор катехина в 
объеме 0,50 см

3
 добавляли в мерную пробирку 

объемом 10 см
3
. Затем добавляли 2,50 см

3
 ди-

стиллированной воды, в нулевой момент време-
ни добавляли 0,15 см

3
 5%-го раствора нитрита 

натрия, через 5 мин добавили 0,30 см
3
 10%-го 

раствора хлорида алюминия и выдержали еще  
5 мин. Коэффициент поглощения измеряли при 
510 нм. Содержание флавоноидов выражали в 
мг эквивалентов катехина в 100 г сухого веса. 
Эксперимент проводился в трехкратном повто-
рении. 

Антиоксидантная активность образцов 
определяли по методу DPPH [21], основанному 
на способности антиоксидантов исходного сырья 
связывать стабильный хромоген-радикал 2,2-ди-
фенил-1-пикрилгидразила (DPPH). DPPH (4 мг) 
растворяли в 100 см

3
 этанола. Аликвоты иссле-

дуемого объекта (0,05; 0,10; 0,40; 0,80; 1,00 и 
5,00 см

3
) растворяли в 100 см

3
 дистиллирован-

ной воды. Затем 0,2 см
3
 каждого раствора до-

бавляли к 2,0 см
3
 раствора DPPH при 20 ºC и 

выдерживали в темноте в течение 30 мин. Ко-
эффициент пропускания определяли при 517 нм. 
Антирадикальную активность выражали в виде 
концентрации исходного объекта в мг/см

3
, при 

которой происходило связывание 50% радика-
лов. Эксперимент проводился в трехкратном по-
вторении. 

Восстанавливающую силу исследуемого 
объекта определяли методом FRAP [21]. Для 
анализа использовали свежеприготовленный 
раствор FRAP: смешивали 10 см

3
 ацетатного 

буфера (pH = 3,6), 1 см
3
 10 %-го раствора хлори-

да железа (III) и 1 см
3
 раствора TPTZ (2,4,6-

трипиридил-s-триазина) (10 ммоль/л TPTZ в  
40 ммоль/1000 см

3
HCl), выдерживали 10 мин при 

температуре 37 ºC. К анализируемому объекту 
(0,1 см

3
) добавляли 3,0 см

3
 дистиллированной 

воды и 1 см
3
 раствора FRAP. Смесь выдержали 

в течение 4 мин при температуре 37 ºC. Оптиче-
скую плотность измеряли при 593 нм. Восста-
навливающую силу определяли по калибровоч-
ному графику и выражали в ммоль Fe

2+
/1 кг ис-

ходного сырья. Эксперимент проводился в трех-
кратном повторении. 

Микробиологический анализ. С помощью 
микробиологических экспресс-тестов «Петри-
тест» определяли общее микробное число 
(ОМЧ), общую бактериальную обсемененность 
(КМАФАнМ количество мезофильных аэробных и 

факультативно анаэробных микроорганизмов), 
количество бактерий группы кишечных палочек 
(БГКП), а также число колониеобразующих еди-
ниц сальмонелл и стафилококка. Для этих целей 
термостатирование проводили при температуре 
37 ºС, результаты получали через 24 ч.  

Для теста на дрожжи/грибы термостатирова-
ние не требовалось, результаты получали через 
72 ч. Плотность выросших на Петритесте 
дрожжей и грибов сравнивали с приведенным в 
методике рисунком. 

Статистическая обработка данных произ-
водилась путем расчета среднего (M) и стан-
дартного отклонения (M±m) с использованием 
программного обеспечения Microsoft Excel. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Концентрированные экстракты лекарствен-

ных растений получены по разработанной нами 
ранее технологии [22]. Предварительно опреде-
лен химический состав экстрактов и содержание 
биологически активных веществ и их активность. 

Результаты исследования показали, что со-
держания фенольных веществ зависит от вида 
растительного сырья (рис. 1). Наибольшее коли-
чество содержится в экстрактах шалфея и эвка-
липта – 1138±57 и 1073±49 мг ГК/100 г соответ-
ственно. Также значительное количество феноль-
ных соединений содержится в экстрактах ромашки 
(1002±36 мг ГК/100 г), душицы (1015±42 мг 
ГК/100 г) и чабреца (1011±39 мг ГК/100 г). 
Наименьшее количество фенольных веществ 
среди исследуемых образцов обнаружено в экс-
трактах череды (713±31 мг ГК/100 г) и цветков 
календулы (809±33 мг ГК/100 г). 

Флавоноиды представляют собой разновид-
ность фенольных соединений с широким спек-
тром биологической активности. Было установ-
лено, что в экстрактах шалфея (537±25 мг 
К/100 г), цветов ромашки (493±22 мг К/100 г), ду-
шицы (458±21 мг К/100 г) и эвкалипта (412±20 мг 
К/100 г) содержится максимальное среди иссле-
дуемых объектов количество флавоноидов 
(см. рис. 1). Минимальное их количество обна-
ружено в экстрактах горца птичьего (211±11 мг 
К/100 г) и цветков календулы (175±10 мг К/100 г). 
Эти показатели коррелируются с содержанием 
фенольных веществ в объектах.  

Результаты, полученные методами DPPH и 
FRAP, подтвердили наличие антиоксидантной 
активности у экстрактов лекарственных расте-
ний. Наивысшую активность по обоим показате-
лям проявили экстракты шалфея, эвкалипта, ро-
машки и горца птичьего, что видно из диаграм-
мы, представленной на рис. 2. Это связано с со-
держанием в их химическом составе биологиче-
ски активных веществ, в том числе фенольных 
соединений и флавоноидов. 

Влияние добавления экстрактов из лекар-
ственных трав на органолептические свойства 
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свинины, курицы и рыбы изучены после термиче-
ской обработки следующими технологическими 
способами: запекание при 180 °C, варка в воде и 
жарка в масле. Оценку органолептических свойств 
животного сырья осуществляли по 5-балльной 
шкале в зависимости от растительного экстракта и 
способа тепловой обработки (табл. 1–3). 

Добавление экстрактов большинства расте-
ний (череда, календулы цветки, чабрец, толок-
нянка) не влияет на органолептические свойства 
готовых продуктов. Экстракты некоторых расте-
ний (брусника листья, горец птичий, ромашка 
цветки) влияют в незначительной степени, при 

этом экстракты душицы и шалфея придают про-
дуктам малоощутимый травянистый аромат и 
вкус. Экстракт эвкалипта имеет специфические 
вкусо-ароматические свойства, что негативно 
сказывается на органолептических характери-
стиках блюд, в которых  он присутствует. Следу-
ет отметить, что на яркость вкуса и аромата про-
дуктов, приготовленных из мяса, курицы и рыбы, 
оказывают влияние не только добавляемые рас-
тительные экстракты, но и способ тепловой об-
работки животного сырья: они наиболее выра-
жены при жарке, а наименее – при варке.  

 

 
 

Рис. 1. Содержание фенольных веществ (ФВ) и флавоноидов (Фл) в экстрактах лекарственных растений: 
ФВ, мг ГК/100 г – фенольные вещества, мг галловой кислоты в 100 г сухого веса; 

Фл, мг К/100 г – флавоноиды, мг катехина в 100 г сухого веса 
 

Fig. 1. Content of phenolic substances (PV) and flavonoids (Fl) in herbal extracts: 
EF, mg HA / 100 g – phenolic substances, mg gallic acid per 100 g of dry weight; 

Fl, mg K / 100 g – flavonoids, mg catechin per 100 g of dry weight 

 

 
 

Рис. 2. Антиоксидантная активность экстрактов лекарственных растений: 
DPPH – концентрации исходного объекта в мг/см3, при которой происходило связывание 50% радикалов;  

FRAP – dосстанавливающую силу определяли по калибровочному графику  
и выражали в ммоль Fe2+/ 1 кг исходного сырья 

 

Fig. 2. Antioxidant activity of herbal extracts: 
DPPH – concentration of the parent object in mg / cm3 at which the half-binding of radicals took place;  

FRAP – reducing force was determined from the calibration graph 
and expressed in mmol Fe2+ / 1 kg of feedstock 
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На основании органолептических профилей 
определены комбинации животного сырья и рас-
тительных экстрактов. 

Проведены исследования влияния расти-
тельного экстракта на микробиологическую пор-
чу мяса, птицы и рыбы. Образцы животного сы-
рья нарезали на куски 1×1 см и обработали кон-
центрированным экстрактом лекарственных рас-
тений в количестве 5% масс. Обработанные об-
разцы хранили при 4–5 ºC в течение 3, 6 и  
9 дней, после чего определяли показатели со-
держания ОМЧ, БГКП, дрожжей/грибов; сальмо-
неллы и стафилококка. В качестве контрольного 
образца использовали животное сырье без об-
работки растительными экстрактами. 

Контрольный образец мяса с течением вре-
мени изменял свои показатели качества: на ше-
стой день уровень содержания БГКП повысился 
до 10

2 
КОЕ/г, а на девятый день – до 10

3 
КОЕ/г, 

что соответствует большой микробиологической 
загрязненности. Аналогично повышалось содер-
жание сальмонеллы и стафилококка, а общее 
микробное число увеличилось до 10

2 
КОЕ/г на 

третий день, до 10
3 

КОЕ/г – на шестой день, до 
10

5 
КОЕ/г – на девятый. Использование экстрак-

та горца птичьего не привело к уменьшению ро-
ста патогенной микрофлоры, при этом наблюда-
лась аналогичная картина увеличения обсеме-
ненности образца с течением времени, как и в 
случае контрольного образца. Экстракт цветков 
календулы и экстракт толокнянки способны сни-
зить содержание БГКП, ОМЧ, сальмонеллы и 

стафилококка в мясе на порядок по сравнению с 
контрольным образцом, однако, на девятый день 
наблюдалось увеличение вышеперечисленных 
показателей до небольшого количества. ОМЧ 
для образцов мяса с экстрактом толокнянки увели-
чилось до 10

2 
КОЕ/г на шестой день и до 10

3 
КОЕ/г 

– на девятый. Наибольший интерес представил 
образец мяса с экстрактом цветков ромашки: все 
исследуемые показатели оставались в норме в 
течение девяти дней, микробиологической обсе-
мененности не произошло. В связи с этим дан-
ный экстракт может быть рекомендован в каче-
стве антимикробного агента для пищевых про-
дуктов. Результаты представлены в табл. 4.  

В случае хранения контрольных образцов 
птицы наблюдается аналогичная картина: с те-
чением времени происходит ухудшение показа-
телей микробиологической чистоты с пиком на 
девятый день исследования. Также в контроль-
ном образце в заключительный день были обна-
ружены дрожжи/грибы. Применение экстрактов 
лекарственных трав в рецептурах полуфабрика-
тов приводит к подавлению роста патогенной 
микрофлоры. Так, в образцах птицы с экстрактом 
душицы небольшое количество БГКП, стафило-
кокка и сальмонеллы (10

3 
КОЕ/г) обнаружено 

лишь на девятый день исследования. Образцы 
птицы с экстрактом шалфея и экстрактом эвка-
липта оказались микробиологически чистыми на 
протяжении всего периода эксперимента. Ре-
зультаты представлены в табл. 5.

 

 
Таблица 4. Влияние экстрактов лекарственных трав на микробиологическую порчу свинины 
 

Table 4. Influence of herbal extracts on microbiological spoilage of pork 
 

Объект  
исследования 

(животное сырье +  
+ экстракт) 

Продолжительность 
хранения образцов, 

дней 

Содержание, КОЕ/г 

БГКП 
Дрожжи /  

грибы 
ОМЧ Сальмонелла Стафилококк 

Контроль 

0 101 101 101 101 101 

3 101 101 102 101 101 

6 102 101 103 102 102 

9 103 101 105 103 103 

Горец птичий 

0 101 101 101 101 101 

3 101 101 102 101 101 

6 102 101 103 102 102 

9 103 101 105 103 103 

Календулы цветки 

0 101 101 101 101 101 

3 101 101 101 101 101 

6 101 101 101 101 101 

9 102 101 102 102 102 

Ромашка цветки 

0 101 101 101 101 101 

3 101 101 101 101 101 

6 101 101 101 101 101 

9 101 101 101 101 101 

Толокнянка 

0 101 101 101 101 101 

3 101 101 101 101 101 

6 101 101 102 101 101 

9 102 101 103 102 102 

Примечание к табл. 4–6. 10
1
 – колония микроорганизмов отсутствует, 10

2
 – колония небольшая,  

10
3
–10

5
 – колония большая, 10

6
–10

7
 – колония очень большая. 
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При хранении контрольных образцов рыбы 
также наблюдалось постепенное увеличение 
обсемененности по изучаемым показателям с 
пиком на девятый день. Наибольший эффект 
наблюдался при обработке рыбы экстрактом ча-
бреца: выявлен рост БГКП, сальмонеллы и ста-
филококка до 10

2 
КОЕ/г на девятый день и обще-

го микробного числа до 10
2 

КОЕ/г на шестой и 

девятый день. Экстракт листьев брусники про-
явил активность лишь по отношению к сальмо-
нелле, уменьшая ее рост с 10

3 
КОЕ/г до 10

2 
КОЕ/г 

на шестой день и с 10
5 

КОЕ/г до 10
2 

КОЕ/г – на 
девятый. Экстракт череды не вызвал подавле-
ния роста патогенной микрофлоры, но и не уве-
личил его по сравнению с контрольным образ-
цом (табл. 6). 

 
Таблица 5. Влияние экстрактов лекарственных трав на микробиологическую порчу мяса птицы  
 

Table 5. Influence of herbal extracts on microbiological spoilage of poultry meat 
 

Объект исследования 
(животное сырье +  

+ экстракт) 

Продолжительность 
хранения образцов, 

дней 

Содержание, КОЕ/г 

БГКП 
Дрожжи /  

грибы 
ОМЧ Сальмонелла Стафилококк 

Контроль 

0 101 101 101 101 101 

3 101 101 102 101 101 

6 102 101 103 102 102 

9 103 102 105 103 103 

Душица 

0 101 101 101 101 101 

3 101 101 101 101 101 

6 101 101 101 101 101 

9 102 101 101 103 102 

Шалфей 

0 101 101 101 101 101 

3 101 101 101 101 101 

6 101 101 101 101 101 

9 101 101 101 101 101 

Эвкалипт 

0 101 101 101 101 101 

3 101 101 101 101 101 

6 101 101 101 101 101 

9 101 101 101 101 101 

 
Таблица 6. Влияние экстрактов лекарственных трав на микробиологическую порчу рыбы 
 

Table 6. Influence of herbal extracts on microbiological spoilage of fish 
 

Объект исследования 
(животное сырье +  

+ экстракт) 

Продолжительность 
хранения образцов, 

дней 

Содержание, КОЕ/г 

БГКП 
Дрожжи / 

грибы 
ОМЧ Сальмонелла Стафилококк 

Контроль 

0 101 101 101 101 101 

3 101 101 102 101 101 

6 103 101 103 102 102 

9 104 102 105 103 103 

Череда 

0 101 101 101 101 101 

3 101 101 102 101 101 

6 103 101 103 102 102 

9 104 102 105 103 103 

Чабрец 

0 101 101 101 101 101 

3 101 101 101 101 101 

6 101 101 102 101 102 

9 102 101 102 102 102 

Брусника листья 

0 101 101 101 101 101 

3 101 101 102 101 101 

6 103 101 102 102 102 

9 103 101 102 102 102 

 
ВЫВОДЫ 
Таким образом, в ходе исследования уста-

новлено: 
– наибольшее количество биологически актив-

ных веществ – фенольных веществ и флавонои-
дов соответственно, содержат экстракты: шалфея 
– 1138±57мг ГК/100 г и 537±25 мг К/100 г; эвкалип-
та – 1073±49 мг ГК/100 г и 412±20 мг К/100 г; цвет-
ков ромашки – 1002±36 мг ГК/100 г и 493±22 мг 
К/100 г; душицы – 1015±42 мг ГК/100 г и 458±21 мг 

К/100 г. Также экстракты шалфея, эвкалипта и ро-
машки проявляют наибольшую активность среди 
исследуемых объектов по показателям антиокси-
дантной активности по методам DPPH иFRAP; 

– большинство анализируемых экстрактов не 
влияют или влияют в незначительной степени на 
органолептические свойства готовых продуктов. 
Поскольку экстракт эвкалипта имеет ярко-вы-
раженные вкусо-ароматические свойства, при-
водящие к негативному изменению вкуса блюд, в 
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которых он присутствует, его использование в 
качестве компонента пищевых продуктов неже-
лательно; 

– полное подавление роста патогенных мик-
роорганизмов в пищевых системах при исследу-
емых условиях проявляют также экстракты цвет-
ков ромашки, шалфея и эвкалипта. Однако экс-
тракт эвкалипта из-за искажения вкусовых 

свойств мяса, птицы и рыбы при выбранных 
условиях не может применяться в качестве ан-
тибактериального агента;  

– значительное сокращение роста микро-
флоры происходит при обработке животного сы-
рья экстрактами цветков календулы, душицы, 
чабреца.  
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Аннотация. Поскольку роль низкомолекулярных пептидов коллагенового происхождения очень 
важна в метаболизме организма, целью настоящей работы являлось обоснование использования 
продуктов гидролиза коллагенсодержащего рыбного сырья (чешуи) в составе протеинового пита-
ния спортсменов. Низкомолекулярная сублимированная пептидная водорастворимая и высушенная 
водонерастворимая белково-минеральная добавки из чешуи сардины/сардинеллы получены мето-
дом ферментативно-термического гидролиза. Исследован биопотенциал продуктов гидролиза 
чешуи и вспомогательных пищевых добавок (яблочные выжимки, льняной жмых, кедровые орехи) с 
применением стандартных и общепринятых методик. Оценка содержания белка и его аминокис-
лотного состава в пептидной добавке и анализ минерального состава белково-минеральной до-
бавки показали высокий биопотенциал добавок по названным критериям. Пептидная добавка со-
держит все незаменимые аминокислоты при биологической ценности 59,9%. В белково-
минеральной добавке отсутствует триптофан, но много кальция (22,2 г/100 г) и фосфора 
(12,0 г/100 г). Показано высокое содержание функциональных пищевых ингредиентов (белка, пек-
тина, целлюлозы, полифенолов, минеральных веществ, витамина С) во вспомогательном расти-
тельном сырье. Обоснована форма продукта спортивного питания в виде порционного батончика 
в шоколадной глазури. Установлена основная рецептура протеинового батончика массой 60 г с 
требуемым содержанием белка, заданной структурой и высокими потребительскими свойствами. 
При содержании белка 23,5% батончик обеспечивает 24,1% калорийности продукта, что соот-
ветствует «высокобелковому продукту» спортивного питания согласно ГОСТ 34006-2016. Биоло-
гическая ценность белка батончика увеличилась относительно пептидной добавки на 12% и со-
ставила 71,38%. Протеиновый батончик спортивного питания является функциональным по со-
держанию аминокислот (изолейцин, лейцин, валин, метионин и цистин, фенилаланин и тирозин, 
триптофан, лизин, треонин, аланин, аргинин, гистидин, глицин, карнозин, таурин, орнитин, цит-
руллин), клетчатки, полифенолов, кальция и фосфора и рекомендуется спортсменам и людям, ве-
дущим активный образ жизни. 
 

Ключевые слова: коллагенсодержащее рыбное сырье, чешуя, спортивное питание, протеиновый 
батончик, биологическая ценность, функциональные пищевые ингредиенты, функциональный 
продукт 
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Abstract. Low-molecular peptides of collagen origin are of crucial importance for the body metabolism. This 
work aims to substantiate the use of the hydrolysates of collagen-containing fish raw materials (scale) for 
protein sports nutrition. Sublimated low-molecular weight peptide water-soluble and dried water-insoluble 
protein-mineral supplements from the sardine scale were obtained by enzymatic thermal hydrolysis. The  
biopotential of scale and auxiliary food additives (apple pomace, flaxseed cake, pine nuts) was investigated 
using standard methods. The protein content and amino acid composition of the peptide supplement and the 
mineral composition of the protein-mineral supplement were analysed; their high biopotential according to 
the above criteria was shown. The peptide supplement contains all essential amino acids having a biological 
value of 59.9%. The protein-mineral supplement contains no tryptophan but a high amount of calcium  
(22.2 g/100 g) and phosphorus (12.0 g/100 g). The high content of functional food ingredients (protein, pec-
tin, cellulose, polyphenols, minerals, vitamin C) in auxiliary vegetable raw materials was shown. The shape 
of a sports nutrition product (chocolate glazed protein bar) was substantiated. The basic recipe of a 60 g pro-
tein bar having the required protein content, a given structure and high consumer properties was estab-
lished. Having a protein content of 23.5%, the bar provides a 24.1% calorific value, which corresponds to the 
"protein-rich food" for sports nutrition according to GOST 34006-2016. The biological protein value in the bar 
increased relative to the peptide supplement by 12% and amounted to 71.38%. The developed protein 
sports nutrition bar is dietary balanced by the content of amino acids (isoleucine, leucine, valine, methionine 
and cystine, phenylalanine and tyrosine, tryptophan, lysine, threonine, alanine, arginine, histidine, glycine, 
carnosine, taurine, ornithine, citrulline), fibre, polyphenols, calcium and phosphorus and is recommended for 
athletes and people having an active lifestyle. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Спортивные нагрузки сопровождаются боль-

шим расходом энергии, нервно-психологическим 
напряжением, что обуславливает повышенную 
потребность организма в энергии и отдельных 
пищевых веществах. Питание является важным 
элементом подготовки спортсменов, снабжая 
организм энергией, необходимой для поддержа-
ния постоянной температуры тела, осуществле-
ния всех биологических функций и биохимиче-
ских процессов, а также выполнения мышцами 
механической работы. Правильное построение 
суточного рациона – один из важнейших спосо-
бов обеспечения работоспособности спортсме-
на, несбалансированное же питание, напротив, 
значительно снижает защитные силы организма 
и может способствовать возникновению многих 

заболеваний [1, 2]. 
Главными тенденциями развития рынка 

спортивного питания в России можно считать 
разработку новых продуктов, оказывающих эф-
фективное специфическое воздействие во время 
тренировочного процесса [3, 4]. 

Наиболее популярны среди потребителей 
протеиновые батончики, в состав которых входят 
углеводы, пищевые волокна, витамины, мине-
ральные вещества и повышенное количество 
белка [5]. В качестве источника белка использу-
ются в основном протеиновые гидролизаты, по-
лучаемые из молочной сыворотки и соевого бел-
ка. Перспективным направлением является ис-
пользование протеиновых гидролизатов из кол-
лагенсодержащего вторичного рыбного сырья. 
При переработке рыбы на пищевые цели по тра-
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диционным технологиям остается очень много 
отходов, богатых белком, основной частью кото-
рого является коллаген. Это головы, кожа, внут-
ренности, чешуя, кости, плавники и др., которые 
сегодня используются на кормовые цели или 
утилизируются. Протеины данного сырья входят 
в состав важных органов и тканей, находятся в 
комплексе с минеральными, липидными и нукле-
иновыми материалами, содержат все незамени-
мые и ценные заменимые аминокислоты, что 
свидетельствует о его высокой биологической 
ценности [6, 7]. Богатейшим источником колла-
гена является чешуя рыб, которая из-за высокой 
клейкости при варке и повышенной минерализо-
ванности практически не используется на кормо-
вые цели, представляя серьезную экологическую 
проблему на рыбоперерабатывающих предприя-
тиях [8, 9]. 

На кафедре пищевой биотехнологии Кали-
нинградского государственного технического 
университета (КГТУ) (г. Калининград, Россия) 
разработан и апробирован способ получения 
протеиновых композиций из вторичного рыбного 
сырья путем гидротермальной нехимической 
технологии, основанной на термическом разру-
шении белков в воде под давлением, экстракции 
образующихся пептидов в водную среду, их от-
делении и сушке. При этом остается непрогид-
ролизованная водонерастворимая осадочная 
часть, представляющая собой композицию высо-
комолекулярного коллагена с минеральными 
веществами [10]. Установлено, что молекуляр-
ная масса водорастворимых пептидов колеблет-
ся от 0,1 до 100 кДа, при этом более 90% из них 
относится к активным пептидам (молекулярная 
масса менее 10 кДа) [11]. Низкомолекулярные 
активные пептиды коллагенсодержащего сырья 
имеют доказанную физиологическую активность, 
востребованную в спортивном питании [12]. 

Одна из установленных функций активных 
пептидов морского происхождения – антиокси-
дантная. Антимикробные пептиды, выделенные 
из рыбьего коллагена, проявляют широкий 
спектр антибактериальной активности, которая 
основана на доказанных антибактериальных, 
противовирусных, противогрибковых, иммуномо-
дуляторных и противоопухолевых эффектах, в 
том числе в отношении грамотрицательных и 
грамположительных бактерий [13, 14].  

Одной из наиболее изученных характеристик 
биоактивных пептидов коллагенового происхож-
дения, полученных из кожи карпа путем гидроли-
за протеолитическими ферментами (алкалаза, 
коллагеназа, протеиназа и/или трипсин), являет-
ся ингибирующая активность ангиотензинпре-
вращающего фермента (АПФ), что играет реша-
ющую роль в профилактике гипертонии, сопро-
вождающей спортсмена при повышенных физи-
ческих нагрузках [15]. 

Важное значение в спорте имеют репаратив-

ные процессы. Чрезмерно высокие физические 
нагрузки оказывают негативное воздействие на 
костно-суставной аппарат, сердечно-сосудистую 
и мышечную системы, что в свою очередь ведет 
к развитию остеопороза и тяжелой патологии 
опорно-двигательного аппарата [16]. Психоэмо-
циональное перенапряжение формирует стрес-
совое состояние организма, в связи с чем возни-
кает необходимость в употреблении веществ, 
способствующих эффективной и быстрой про-
филактике «острых зон». Такими веществами 
потенциально являются биологически ценные 
протеины, коллагеновые белки, продукты их гид-
ролиза, а также нутрицевтики и парафармацев-
тики растительного происхождения. Коллаген 
дает организму спортсменов такие особо важные 
аминокислоты, как глицин (нейромедиатор), кре-
атин, пролин и оксипролин (строительный мате-
риал связок), глютамин (активатор иммунной си-
стемы) и другие, необходимые для поддержания 
активности организма [17].  

Установлено, что коллаген, выделенный из 
рыбного сырья (ихтиоколлаген), имеет высокую 
биосовместимость с коллагеном человека [18]. 
Биологически активные пептиды рыбного колла-
гена оказывают положительное влияние не толь-
ко на синтез коллагена человека, но и на мине-
рализацию матрицы остеобластов, что свиде-
тельствует о потенциальной полезности исполь-
зования продуктов его гидролиза в качестве 
биоматериала для регенерации костной ткани в 
профилактике травм костных тканей в спорте 
[19]. Ионы кальция стимулируют биосинтез кол-
лагена посредством действия на Са-чувстви-
тельный рецептор CASR и костный морфогене-
тический белок BMP4. Синтез коллагена в орга-
низме поддерживается действием определенных 
«остеотропных» микронутриентов – ионов Са

2+
, 

Mg
2+

, Fe
2+

, Mn
2+

, Zn
2+

, Cu
2+

, выступающих в роли 
кофакторов соответствующих ферментов. По-
этому, например, кальцийсодержащие композиции 
способствуют повышению эффективности колла-
генообразования в соединительной ткани [20]. 

Исследования элементного состава минераль-
ной части чешуи выявили повышенное содержа-
ние ионов кальция и фосфора в чешуе сардины и 
сардинеллы в соотношении 2:1, близком к реко-
мендуемому в питании спортсменов [21]. 

Помимо биологически активных протеиновых 
композиций, получаемых из чешуи рыб методом 
глубокого гидролиза, в поликомпонентных продук-
тах спортивного питания гармоничным дополнени-
ем являются функциональные компоненты расти-
тельного происхождения. В связи с этим целесо-
образно использовать биопотенциал (химический 
состав, биологическую ценность) кедровых орехов, 
жмыха льняного семени и яблочных выжимок, со-
держащих ценные протеиновые и липидные фрак-
ции, полифенольные компоненты, органические 
кислоты, витамины, минеральные вещества и дру-
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гие БАВы, нужные спортсмену. 
Целью настоящего исследования являлось 

изучение биопотенциала гидролизатов рыбной 
чешуи как основного и перспективного коллагенсо-
держащего материала (после гидролиза) и обос-
нование получения на их основе пищевой компо-
зиции, эффективной в спортивном питании, в 
форме протеинового батончика. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Исследования проводились в лаборатории ка-

федры пищевой биотехнологии КГТУ и в научно-
консультационной лаборатории UBF (г. Альтланд-
сберг, Германия). В качестве основного сырья для 
производства протеинового батончика применяли 
водорастворимую и нерастворимую фракции, по-
лучаемые из чешуи сардины/сардинеллы спосо-
бом глубокого гидролиза, основанном на фермен-
тативной обработке в сочетании с термогидроли-
зом. Для ферментативной обработки использова-
ли протеиназу микробиологического происхожде-
ния Alcalase 2,5L (Novozymes, Дания): активность – 
2,5 AU/г (единицы Ансона); t = 50 ºС; рН=7,0). При 
проведении ферментативного гидролиза гомогени-
зированную смесь измельченной чешуи с горячей 
водой 50 ºС при гидромодуле 1:1 и pН=7,0 выдер-
живали в течение 6 ч при постоянном перемеши-
вании. Измельчение чешуи проводили с целью 
увеличения ее удельной поверхности для интен-
сификации ферментолиза в специальном измель-
чителе. Первоначальный размер чешуек состав-
лял 0,6–0,8 см, в измельченном виде средний раз-
мер частичек составил 0,2–0,3 см. 

Термогидролиз ферментированной системы 
вели при температуре 130 ºС, давлении 0,25 МПа, 
pН=7,0 в течение 60 мин в автоклаве. Последую-
щее разделение фракций проводили центрифуги-
рованием при скорости вращения 3500 об./мин в 
течение 10 мин. Далее систему охлаждали и раз-
деляли на пептидную водорастворимую (низкомо-
лекулярную) фракцию и белково-минеральную 
(водонерастворимую, осадочную), содержащую 
высокомолекулярные белки. Полученные фракции 
обезвоживали сублимационным и конвекционным 
способами соответственно, получая пептидную и 
белково-минеральные добавки, которые использо-
вали в качестве основных компонентов в составе 
продукта спортивного питания в форме порционно-
го батончика [22]. 

Отнесение полученных добавок к пищевым ос-
новано на результатах их химического анализа 
[10, 11] и технологии их изготовления при темпера-
туре термогидролиза сырья 130 ºС, обеспечиваю-
щей полную санитарную безопасность. На техно-
логию получения и качество пищевых пептидной и 
белково-минеральной добавок из чешуи рыб раз-
работаны и утверждены технические условия  
(ТУ 9283-005-00471544-2019) и соответствующая 

технологическая инструкция. 
Исходная чешуя и полученные пептидная и 

белково-минеральная добавки, использованные в 
работе, по показателям безопасности соответство-
вали требованиям ТР ТС 021/2011 «О безопасности 
пищевой продукции» и ТР ЕАЭС 040/2016 «О без-
опасности рыбы и рыбной продукции». 

Для повышения биологической ценности белка 
протеинового батончика и роста его пищевой цен-
ности по содержанию биологически активных ве-
ществ в составе нового продукта применяли яб-
лочные выжимки, льняной жмых, кедровые орехи, 
соответствующие по качеству ГОСТ 31852-2012, 
ГОСТ 10974-95. 

Для оптимизации рецептуры батончика по 
содержанию добавок из чешуи проводили спе-
циальные эксперименты с применением матема-
тического моделирования согласно ортогональ-
ному центральному композиционному плану 
(ОЦКП) 2-го порядка для двух факторов – пеп-
тидной и белково-минеральной добавок – ПД и 
БМД. В обобщенный параметр оптимизации во-
шли следующие частные отклики: содержание 
белка в готовой продукции (не менее 20% от его 
энергетической ценности, согласно ГОСТ 34006-
2016 «Продукция пищевая специализированная 
для питания спортсменов. Термины и определе-
ния»), содержание кальция и фосфора на функ-
циональном уровне, при этом обеспечивая оп-
тимальное соотношение данных макроэлемен-
тов – 1:2. 

Массовую долю влаги, жира и золы определя-
ли соответственно по ГОСТ 5900-2014, ГОСТ 
31902-2012 и ГОСТ 5901-2014. Массовую долю 
белка определяли по методу Къельдаля. Амино-
кислотный состав (АКС) белков пептидной и бел-
ково-минеральной добавок определяли ионно-
обменной хроматографией на приборе Acme IC 
System. Минеральный состав белково-мине-
ральной добавки определяли по методу атомно-
абсорбционной спектрометрии на атомно-
абсорбционном спектрометре серии AAS 5 FL (Carl 
Zeiss Jena GmbH, Германия). Содержание лиг-
нина определяли по ГОСТ 26177-84, содержание 
пектиновых веществ – методом Мелитца

1
. Коли-

чество витамина С определяли йодометриче-
ским методом в соответствии с ГОСТ 24556-89. 
Определение суммы фенольных веществ прово-
дили на спектрофотометре U-3000 (Hitachi, Япо-
ния) при длине волны 760 нм с реактивом Фоли-
на – Чокальтеу, в качестве стандарта использо-
вали галловую кислоту SOP 3.IV.18_2 (Stan-
dardOperationProcedures 3.IV.18_2. Биологиче-
скую ценность (БЦ) белков, содержащихся в ба-
тончике, определяли по нескольким показате-
лям: аминокислотный (АК) скор, коэффициент 
утилитарности АК состава, коэффициент разли-
чия АК скора. Сбалансированность аминокис-

   

1
Донченко Л. В. Методы количественного определения пектиновых веществ в растительном сырье: методиче-

ские указания к практическим занятиям. Краснодар: Изд-во КубГАУ, 2005. 30 с. 
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лотного (АК) состава относительно «идеального» 
белка оценивали по АК-скору согласно методике 
ФАО/ВОЗ. Энергетическую ценность готового 
продукта определяли путем пересчета количе-
ства макронутриентов на коэффициенты энерге-
тической ценности (ккал/100 г): для белков и уг-
леводов – 4, для жиров – 9. 
 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
На первом этапе исследований необходимо 

было доказать целесообразность получения и 
использования в рецептуре протеинового батон-
чика для спортивного питания двух видов проте-
иновых добавок, получаемых путем ферменто-
лиза с последующим термолизом коллагенсо-
держащей чешуи сардины/сардинеллы. Добавки 
представляют собой обезвоженные порошки – 
водорастворимый пептидный гидролизат и бел-
ково-минеральная тонкодисперсная нераство-
римая добавка со специфическими вкусо-арома-
тическими свойствами, характерными для рыб-
ных гидролизатов. Данные добавки были исполь-
зованы в качестве основных компонентов в проек-
тируемой рецептуре протеинового продукта.  

Из данных, приведенных в табл. 1, видно, что 
пептидная добавка отличается высоким содержа-
нием протеиновых компонентов – 98,85 г/100 г про-
дукта, в то время как в белково-минеральной добав-
ке содержание белка составляет 21,09 г/100 г.  

 
Таблица 1. Содержание белка в пептидной  

и белково-минеральной добавках 
 

Table 1. Protein content in protein hydrolysate  

and protein-mineral supplement 
 

Продукт 
Содержание белка, 

г/100 г продукта 

Пептидная добавка 98,85 

Белково-минеральная  
добавка 

21,09 

 
В табл. 2 приведены характеристики амино-

кислотных составов протеиновых фракций пеп-
тидной и белково-минеральной добавок. 

Аминокислотный состав пептидной добавки 
характеризуется содержанием всех незамени-
мых аминокислот, в особенности повышенным 
содержанием лизина, лейцина, фенилаланина. 
Среди заменимых аминокислот повышенным 
содержанием отличаются аланин, аргинин, гли-
цин. Хроматографический анализ позволил об-
наружить также и другие азотистые соединения 
(карнозин, цитруллин, орнитин и таурин), имею-
щие биологическую ценность. 

L-цитруллин снижает концентрацию лактата 
и мышечную боль через 24 ч после тренировки 
[23]. Карнозин отвечает за активацию АТФазы в 
выработке энергии для мышечной деятельности, 
хелатирование и гомеостаз ионов металлов (ме-
ди, цинка и железа) [24]. Таурин активно участ-

вует в регуляции высвобождения Ca
2+

 из сарко-
плазматического ретикулума и помогает под-
держивать чувствительность сократительных 
элементов к Ca

2+
, что чрезвычайно важно в 

спорте [25]. Орнитин является эффективным ре-
гулятором процессов утомления и восстановле-
ния организма спортсменов после интенсивных 
физических нагрузок. Данная аминокислота спо-
собна снижать выраженность аммиак-индуциро-
ванных проявлений утомления и повреждения 
скелетных мышц [26]. 

 

Таблица 2. Аминокислотный состав пептидной  

и белково-минеральной добавок, полученных  
из чешуи сардины/сардинеллы методом  
ферментативно-термического гидролиза  
(г/100 г чешуи) 
 

Table 2. Amino acid composition of protein  

and protein-mineral additives obtained  
from sardine/sardinella scales (g/100 g scale) 
 

Аминокислота 
Пептидная  

добавка 

Белково- 
минеральная 

добавка 

Незаменимые аминокислоты 

Изолейцин 
Лейцин 
Валин 
Метионин 
Фенилаланин 
Триптофан 
Лизин 
Треонин 

5,07 
11,68 

7,68 
5,41 
6,81 
0,98 
9,89 
5,13 

0,22 
1,38 
0,46 
0,31 
0,73 

0 
1,17 
0,97 

Заменимые аминокислоты 

Аланин 
Аргинин 
Аспарагин 
Аспарагиновая 
кислота 
Карнозин 
Цитруллин 
Глутамин 
Глутаминовая 
кислота 
Глицин 
Гистидин 
Гидроксипролин 
Орнитин 
Пролин 
Серин 
Таурин 
Тирозин 

9,99 
8,75 
1,38 
2,50 

 
0,32 
0,79 
1,17 
6,20 

 
7,16 
3,90 
0,48 
3,56 
2,75 
4,41 
1,64 
3,68 

1,04 
2,06 
0,29 
0,96 

 
0 
0 

0,14 
0,52 

 
0,75 
0,94 

0 
0,16 
0,20 
1,14 
0,33 
0,62 

 
Аминокислотный состав белково-минеральной 

добавки характеризуется высоким содержанием 
среди заменимых АК аланина, аргинина, серина, 
аспарагиновой кислоты, глицина, гистидина. Среди 
незаменимых АК высоким содержанием отличают-
ся треонин, лизин и лейцин. Однако отсутствие 
триптофана снижает биологическую ценность бел-
ка данной добавки. Показатели биологической 
ценности пептидной и белково-минеральной доба-
вок, представлены в табл. 3.  
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Таблица 3. Биологическая ценность белковой фракции пептидной и белково-минеральной добавок 
 

Table 3. Biological value of protein fractions of protein and protein-mineral supplement 
 

Аминокислота 

Содержание 
АК в белке 
«эталона» 
ФАО/ВОЗ, 

г/100 г 

Пептидная добавка 
Белково-минеральная 

добавка 

АК 
в исследуемом 
белке, г/100 г 

АКС, % 
АК  

в исследуемом 
белке, г/100 г 

АКС, % 

Изолейцин 
Лейцин 
Лизин 
Метионин + цистин 
Фенилаланин +  
+ тирозин 
Треонин 
Триптофан 
Валин 

2,8 
6,3 
4,8 
2,3 

 
4,1 
2,5 
0,6 
4,0 

5,12 
11,81 
10,00 
5,47 

 
10,60 
5,18 
0,99 
7,76 

182,85 
187,46 
208,33 
237,82 

 
258,53 
207,20 
165,00 
194,00 

1,04 
6,54 
5,55 
1,47 

 
6,40 
4,60 

0 
2,18 

37,14 
103,80 
115,62 

63,91 
 

156,09 
184,00 

0 
54,50 

Коэффициент различия аминокислотного 
состава (КРАС), % 

40,1 89,3 

Биологическая ценность, % 59,9 10,7 
Коэффициент утилитарности  
аминокислотного состава, доли ед. 

0,79 – 

 

На основании данных, представленных в 
табл. 3, можно сделать вывод о достаточно вы-
сокой биологической ценности белка пептидной 
добавки (59,9%). Полноценность и аминокислот-
ная эффективность данной добавки подтвер-
ждается значениями аминокислотных скоров для 
всех незаменимых аминокислот выше 100% 
(165–258,53%), при этом лимитирующей амино-
кислотой является триптофан (скор 165%). 
Обобщающий коэффициент утилитарности ами-
нокислотного состава (0,79) характеризует высо-
кую степень сбалансированности незаменимых 
аминокислот по отношению к физиологической 
норме. Протеиновая часть белково-минеральной 
добавки характеризуется низкой биологической 
ценностью (10,7%), что объясняется отсутствием 
незаменимой аминокислоты триптофан. Однако 
белково-минеральная добавка помимо белка 
является источником ценных минеральных ве-
ществ, отсутствующих в пептидной добавке, но 
которые необходимы в питании спортсмена в 
повышенном количестве. 

Содержание основных минеральных веществ 
(кальций, фосфор, магний, калий, натрий) в белко-
во-минеральной добавке представлено в табл. 4. 
Как видно из табл. 4, белково-минеральная до-
бавка характеризуется высоким содержанием 
кальция и фосфора при их рациональном соот-
ношении: на долю Ca приходится 22,19%, на до-
лю P – 11,9%. Данные макроэлементы особенно 
важны в спортивном питании: кальций необхо-
дим для строительства костной ткани, участвует 
в процессах сокращения мышечной ткани, фос-
фор входит в состав нуклеопротеидов, нуклео-
тидов, фосфопротеидов, фосфатидов, фосфор-
ных эфиров углеводов, обеспечивает высокое 
содержание молекул АТФ в крови [27, 28]. 

Таким образом, пептидная водорастворимая 
добавка, полученная из чешуи, может быть вве-
дена в рецептуру протеинового батончика в ка-
честве источника физиологически активных пеп-

тидов и аминокислот при их высокой сбаланси-
рованности, а также ценных биологически актив-
ных азотистых соединений (орнитин, цитруллин, 
таурин, карнозин), которые важны в спортивном 
питании. Белково-минеральная добавка также 
рациональна для проектируемого спортивного 
питания в качестве источника важных минераль-
ных веществ, прежде всего, кальция и фосфора. 
 
Таблица 4. Содержание минеральных веществ  

в белково-минеральной добавке, г/100 г 
 

Table 4.Content of mineral substances  

in the protein-mineral supplement, g/100 g 
 

Минеральные вещества 
(макроэлементы) 

Содержание 
в белково-минеральной 

добавке, г/100 г 

Na 
K 

Ca 
Mg 
P 

0,21 
0,09 

22,19 
0,32 

11,97 

 
На следующем этапе исследований оцени-

вали биопотенциал и рациональность использо-
вания в составе протеинового батончика вспомо-
гательных компонентов – яблочного жмыха, 
льняного жмыха, кедровых орехов – в качестве 
источников белка, пищевых волокон, витаминов, 
органических кислот, аминокислот и других нут-
рицевтиков и парафармацевтиков, важных в пи-
тании спортсмена. Для покрытия батончика, 
придания ему привлекательного вида и прият-
ных органолептических свойств использовали 
шоколадную глазурь. 

Химический состав яблочного жмыха, оста-
ющегося после получения сока из яблок сорта 
Гала прямым отжимом, представлен в табл. 5. 
Как видно из полученных данных, яблочное сы-
рье характеризуется высоким содержанием уг-
леводов, в особенности пищевых волокон клет-
чатки (9,94%) и пектина (3,1%), а также витамина 
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С (21,3 мг%) и полифенолов (25,4 мг%).  
 

Таблица 5. Биопотенциал яблочных выжимок 
 

Table 5. Biopotential of apple pomace 
 

Показатель 
Содержание, г/100 г  

продукта 

Влага 
Сухие вещества 
Белок 
Жир 
Зола 
Углеводы, в том числе: 
   сырая клетчатка 
Лигнин (пересчет на  
содержание клетчатки) 
Пектин 
Витамин С, мг% 
Полифенолы, мг% 
Кислотность (в пересчете 
на яблочную кислоту), % 

80,20 
19,80 
0,38 
0,69 
0,81 

17,92 
9,94 
1,60 

 
3,10 

21,30 
25,40 

 
0,065 

 
Анализ химического состава льняного жмыха 

(табл. 6) показывает, что данное сырье содержит 
большое количество клетчатки и лигнина, кото-
рые необходимы для нормальной работы желу-
дочно-кишечного тракта. Также льняной жмых 
богат полифенолами (более 1,2 г/100 г), среди 
которых высоким содержанием отличаются лиг-
наны. Основным лигнаном в льняном семени 
является SDG (диглюкозид секоизоларицирези-
нола), который находится в связанной макромо-
лекулярной структуре [31]. Лигнандиглюкозид 
секоизоларицирезинола обладает антиоксидант-
ными, противовоспалительными и противоопу-
холевыми свойствами. В результате его действия 
повышается иммунитет организма, снижается ве-
роятность возникновения воспалительных процес-
сов [32]. Также льняной жмых содержит около 
30% белка и относится к высокобелковым сырь-
евым ресурсам, что обусловливает рациональ-
ность использования его аминокислотного по-
тенциала для повышения биологической ценно-
сти белка в целевом продукте спортивного пита-
ния. 

 
Таблица 6. Биопотенциал жмыха льняного семени 
 

Table 6. Biopotential of flax seed cake 
 

Показатель 
Содержание, 

г/100 г  
продукта 

Влага 
Сухие вещества 
Белок 
Жир 
Зола 
Углеводы, в том числе: 
Сырая клетчатка 
Лигнин (пересчет ну сухое вещество) 
Полифенолы, мг% 

8,89 
91,11 
30,17 
14,24 
4,69 

42,01 
36,53 
2,90 

1251,70 

 
Известно, что яблочный пектин как структур-

ный гидрополисахарид обладает высокой степе-

нью этерификации и особенно высоким содер-
жанием разветвленных боковых цепей, что обу-
словливает его функции структурообразователя. 
При введении в поликомпонентную рецептуру 
батончика молекулы пектина «скрепляют» от-
дельные компоненты батончика за счет взаимо-
действия с другими функциональными группами, 
делая его однородным и придавая необходимую 
структуру [29]. Полифенолы в основном состоят 
из гликозидов флоридзина, эпикатехина, хлороге-
новой кислоты и кверцетина, обладающих прови-
таминным и антиоксидантным эффектами [30].  

Кедровый орех, как видно из табл. 7, отлича-
ется высоким содержанием жира (66,96%), кото-
рый характеризуются наличием полиненасы-
щенных жирных кислот [33]. Помимо жира отме-
чается высокое содержание белка (30,17%). Бла-
годаря аминокислотному составу белки кедрово-
го ореха имеют исключительно высокую биоло-
гическую ценность, поэтому сами орехи могут 
успешно использоваться для обогащения пище-
вых продуктов или в составе специализирован-
ного белкового питания [34]. Кроме того, в соста-
ве кедровых орехов идентифицированы поли-
фенолы, являющиеся провитаминами и антиок-
сидантами (614 мг/100 г). 

 
Таблица 7. Биопотенциал семян кедровой сосны 
 

Table 7. Biopotential of cedar pine seeds 
 

Показатель 
Содержание, г/100 г 

продукта 

Влага 
Сухие вещества 
Белок 
Жир 
Зола 
Углеводы, в том числе: 
сырая клетчатка 
Полифенолы, мг% 

3,34 
96,66 
14,95 
66,96 
2,15 

12,60 
3,40 

614,00 

 
Исходя из полученных результатов, исследо-

ванные льняной жмых, кедровый орех и яблоч-
ные выжимки в составе проектируемого протеи-
нового батончика явятся дополнительным ис-
точником биологически активных веществ (жир-
ных кислот, витаминов, минеральных веществ, 
полифенолов, лигнанов, клетчатки, органических 
кислот), важных в питании спортсменов, а также 
людей, ведущих активный образ жизни. 

На следующем этапе исследований была 
обоснована рецептура протеинового батончика с 
применением метода математического модели-
рования и оптимизации эксперимента, а также 
оценен его химический состав и биологическая 
ценность.  

На основе полученной математической мо-
дели с натуральными значениями уровней фак-
торов были определены оптимальные значения 
дозировок добавок из чешуи в порции батончика 
массой 60 г: пептидная добавка – 12,9 г, белко-
во-минеральная добавка – 2,1 г:  
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0,0057·ПД 0,6053·БМД 0,0024·ПД·БМД

0,1488·ПД 2,2323·БМД 3,4686,

2 2y    

  
 

 
где y  – обобщенный параметр оптимизации, 

учитывающий содержание белка, кальция и 
фосфора в батончике; ПД и БМД – пептидная и 
белково-минеральная добавки соответственно. 

С учетом полученных данных и на основании 
результатов органолептических исследований 
была предложена итоговая рецептура протеино-
вого батончика, покрытого шоколадной глазурью 
(табл. 8). 

 
Таблица 8. Рецептура протеинового батончика  

для спортивного питания 
 

Table 8. Recipe of protein bar for sports nutrition 
 

Ингредиент Количество, г/100 г 

Пептидная добавка 
Белково-минеральная 
добавка 
Яблочный жмых 
Кедровый орех 
Льняной жмых 
Шоколадная глазурь 

21,5 
 

3,5 
16,7 
15,0 
35,0 

8,3 

 
Приготовление протеинового батончика по 

заданной рецептуре проводили по следующей 
схеме: протирание яблочного жмыха, измельче-
ние кедрового ореха, смешивание компонентов 
(пептидная добавка, белково-минеральная до-
бавка, измельченный орех, льняной жмых, пло-
довая мякоть яблочного жмыха), формование 
батончиков массой 60 г, покрытие теплой шоко-
ладной глазурью, охлаждение. 

 
 
 

Оценку качества и биологической ценности 
готового продукта проводили путем анализа фи-
зико-химических показателей (табл. 9). 

Из представленных в табл. 9 данных видно, 
что готовый протеиновый батончик массой 60 г 
является высокобелковым продуктом (МД белка 
23,54%), функциональным по содержанию таких 
макроэлементов, как кальций и фосфор (удовле-
творяет суточную потребность на 44% и 27,5 % 
соответственно), а также по уровню пищевых 
волокон (клетчатке) – на 72,15% и полифенолов 
– на 87,36%. При расчете энергетической ценно-
сти установлено, что доля белка в общей кало-
рийности продукта составляет 24,14%, что поз-
воляет отнести его к «высокобелковым продук-
там» согласно ГОСТ 34006-2016. 

Показатели биологической ценности (БЦ) бел-
ка протеинового батончика, определенные по не-
скольким показателям, приведены в табл. 10. 

На основании полученных значений (см. табл. 10) 
можно сделать вывод о высокой биологической 
ценности белка полученного протеинового ба-
тончика. Например, показатель БЦ белка батон-
чика имеет значение 71,38%, что свидетельству-
ет о достаточной аминокислотной сбалансиро-
ванности продукта, достигнутой путем  комбини-
рования  нескольких  протеиновых источников. 
Полноценность белка в батончике подтвержда-
ется частными значениями аминокислотных ско-
ров для всех незаменимых аминокислот выше 
100% (180,5 –245,85%), при этом лимитирующей 
аминокислотой является валин (скор 180,5%). 
Обобщающий коэффициент утилитарности ами-
нокислотного состава, характеризующий степень 
сбалансированности незаменимых аминокислот 
по отношению к физиологически необходимой 
норме, также повысился и составляет 0,87. 

Таблица 9. Физико-химические показатели батончика для спортивного питания 
 

Table 9. Physical and chemical parameters of sports nutrition bar 
 

Показатель 
Результаты 

эксперимента 

Пересчет 
на 60 г готового 
продукта, г/60 г 

 

Суточная  
потребность**, 

г/сут. 

Процент от суточной 
потребности 

(60 г продукта) 

Массовая доля, %: 
   влаги 
   сухих веществ 
   белка 
   жира 
   золы 
   углеводов* 
      в т.ч. клетчатки 

 
13,47 
86,53 
23,54 
10,51 
4,22 

48,26 
24,05 

 
8,10 
51,9 

14,12 
6,30 
2,53 

28,95 
14,43 

 
– 
– 

81,7 
96,5 

– 
– 

20,0 

 
– 
– 

17,20 
5,20 
– 
– 

72,15 

Содержание: 
   Ca, г 
   P, г 
   полифенолов, мг% 
   витамина С, мг% 

 
0,73 
0,36 

364,85 
3,45 

 
0,44 
0,22 

218,40 
2,07 

 
1,0 
0,8 

250,0 
90,0 

 
44,00 
27,50 
87,36 
2,20 

Энергетическая ценность, ккал 390,03 234,0 – – 

*Массовая доля углеводов получена расчетным путем; **согласно МР 2.3.1.2432-08. Нормы физиологиче-
скихпотребностейв энергии и пищевых веществах для различных групп населения Российской Федерации. 
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Таблица 10. Показатели биологической ценности белка протеинового батончика 
 

Table 10. Indicators of the protein bar biological value 
 

Аминокислота 

Содержание АК 

АКС, % 
КРАС, 

% 
БЦ, % 

U,  
доли. ед. 

в белке «эталона» 
ФАО/ВОЗ, г/100 г 

в исследуемом 
белке, г/100 г 

Изолейцин 2,8 6,32 225,71 

28,62 71,38 0,87 

Лейцин 6,3 12,58 199,68 

Лизин 4,8 9,52 198,33 

Метионин + цистин 2,3 4,31 187,39 

Фенилаланин + тирозин 4,1 10,08 245,85 

Треонин 2,5 5,18 207,20 

Триптофан 0,6 1,37 228,33 

Валин 4,0 7,22 180,50 

 
В табл. 11 приведены показатели степени 

удовлетворения рекомендуемой суточной по-
требности по каждой аминокислоте, рассчитан-
ные согласно МР 2.3.1.1915-04, в соответствии с 
которыми можно судить о протеиновой функцио-
нальности проектируемого продукта спортивного 
питания. 

Рекомендуемая суточная доза протеинового 
батончика составляет 60 г (1 батончик), что может 
удовлетворить суточную потребность организма в 
основных аминокислотах более чем на 15%: в ва-
лине – на 40%, лейцине – 36,9%, изолейцине – 
45%, лизине – 33,3%, метионине и цистине – 
33,3%, треонине – 29,1%, триптофане – 25%, фе-

нилаланине и тирозине – 31,8%, аланине – 21,2%, 
аргинине – 19,6%, гистидине – 23,8%. В особенно-
сти идет активное поступление важных для орга-
низма спортсмена азотистых соединений, удовле-
творяя потребность: в карнозине – на 19,5%, орни-
тине – на 435%, таурине – на 50%, цитруллине – 
на 96,6%. Важно, что одновременно происходит 
существенная компенсация организма: в кальции – 
на 44%, фосфоре – на 27,5%, клетчатке – на 
72,15%, полифенолах – на 87,36%. 

Таким образом, разработанный батончик яв-
ляется специализированным продуктом спор-
тивного питания по основным функциональным 
ингредиентам. 

 
Таблица 11. Функциональность аминокислот протеинового батончика 
 

Table 11. Functionality of protein bar amino acids 
 

Аминокислота 
Адекватный уровень 
потребления, г/сутки 

Верхний допустимый 
уровень потребления, 

г/сутки 

Содержание 
в продукте, 

г/60 г 

Процент  
удовлетворения 

Незаменимые аминокислоты 

Валин 
Изолейцин 
Лейцин 
Лизин 
Метионин + цистин 
Треонин 
Триптофан 
Фенилаланин+тирозин 

2,5 
2,0 
4,6 
4,1 
1,8 
2,4 
0,8 
4,4 

3,9 
3,1 
7,3 
6,4 
2,8 
3,7 
1,2 
6,9 

1,0 
0,9 
1,7 
1,3 
0,6 
0,7 
0,2 
1,4 

40,0 
45,0 
36,9 
31,7 
33,3 
29,1 
25,0 
31,8 

Заменимые аминокислоты 

Аланин 
Аргинин 
Аспарагиновая кислота 
Гистидин 
Глицин 
Глутаминовая кислота 
Пролин 
Серин 

6,6 
6,1 

12,2 
2,1 
3,5 

13,6 
4,5 
8,3 

10,6 
9,8 

19,5 
3,4 
5,6 

21,8 
7,2 

13,3 

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

21,2 
19,6 
2,40 
23,8 
14,2 
5,80 
8,80 
7,20 

Другие соединения 

 мг/сутки мг/сутки мг  

Карнозин 
Орнитин 
Таурин 
Цитруллин 

200  
100 
400  
100  

2000  
500  

1200  
500  

39,0 
435,0 
200,0 

96,6  

19,5 
435,0 
50,0 
96,6 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Проведенные исследования позволяют сде-

лать вывод о перспективности безотходной пе-
реработки рыбной чешуи – недоиспользуемого 

коллагенсодержащего сырья, путем комбиниро-
ванного гидролиза (ферментолиза с последую-
щим термогидролизом) с получением функцио-
нальных пищевых биодобавок – пептидной и 
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белково-минеральной. Пептидная добавка явля-
ется высокобелковым концентратом (98 г/100 г), 
содержащим все незаменимые аминокислоты 
при биологической ценности белка 59,9%. Бел-
ково-минеральная добавка характеризуется вы-
соким содержанием минеральных веществ, осо-
бенно важных для спортсменов, – кальция 
(22,2 г/100 г) и фосфора (11,4 г/100 г). Входящие 
в ее состав непрогидролизованные белки являются 
пищевыми волокнами животного происхождения. 

Обосновано использование полученных про-
теиновых биодобавок в спортивном питании в 
форме поликомпонентного протеинового батон-
чика с применением вторичного растительного и 
рыбного сырья, на компоненты которого прихо-
дится 77% от его состава. Предлагаемый про-
дукт является новым на рынке спортивного пи-
тания. Проведена оценка биопотенциала допол-
нительных пищевых компонентов, вводимых в 
рецептуру батончика (яблочные выжимки, льня-
ной жмых, кедровые орехи) с целью оптимиза-
ции аминокислотного состава белковой части 

продукта и формирования необходимой структу-
ры и потребительских свойств. 

Установлено наличие в растительных добав-
ках ценных функциональных пищевых ингреди-
ентов (жирные кислоты, витамины, полифенолы, 
клетчатки, пектина), повышающих сбалансиро-
ванность батончика по биологически активным 
веществам и аминокислотную сбалансирован-
ность. Рассчитаны показатели биологической 
ценности белка в протеиновом батончике, сви-
детельствующие о его аминокислотной сбалан-
сированности. 

Поликомпонентный батончик массой 60 г яв-
ляется функциональным продуктом по содержа-
нию таких аминокислот, как изолейцин, лейцин, 
валин, метионин и цистин, фенилаланин и тиро-
зин, триптофан, лизин, треонин, аланин, аргинин, 
гистидин, глицин, карнозин, таурин, орнитин, 
цитруллин, а также кальция, фосфора, клетчатки 
и полифенолов и рекомендуется к употреблению 
спортсменам и всем людям, ведущим активный 
образ жизни. 
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Процессы агглютинации культур активного ила 
под действием внеклеточных лектинов 
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Аннотация. Цель исследования – изучить агглютинирующую способность пяти изолятов – А1, 
А2, А3, А4, BS1, выделенных из активного ила на селективных средах, характерных для ряда мик-
робных культур, доминирующих в активном иле и участвующих в процессах формирования мик-
робных агрегатов. Изучены морфологические свойства выделенных изолятов и их лектиновая 
активность, физиолого-биохимические свойства отдельных изолятов, осуществлена идентифи-
кация микроорганизмов в их составе. Оценена способность к синтезу экзополисахаридного мат-
рикса у выбранных изолятов, а также седиментация активного ила под действием компонентов 
нативного раствора и культуральной жидкости изолята BS1. По результатам оценки способно-
сти к агглютинации для дальнейшей работы были выбраны изоляты BS1 и А2 в качестве проду-
центов внеклеточных лектинов и объектов агглютинации соответственно. Физиолого-
биохимические свойства и молекулярно-генетическая идентификация изолята BS1 позволила 
установить степень идентичности 96,19% с известными культурами р. Bacillus; для изолята A2 
была зарегистрирована степень идентичности 92,93% c известными культурами p. Shigella и 
p. Escherichia. Для оценки способности к синтезу матрикса биопленки изоляты BS1 и A2 выращи-
вались на агаризованной питательной среде с добавлением красителя конго красного. Получен-
ные результаты показали, что изоляты способны синтезировать экзополисахаридный матрикс, 
который является основным компонентом бактериальных биопленок. Результаты изучения про-
цессов седиментации активного ила под влиянием нативного раствора и культуральной жидко-
сти изолята BS1 показали, что скорость седиментации активного ила значительно увеличива-
лась при внесении суспензии клеток изолята BS1 в начальный период седиментации, а при внесе-
нии нативного раствора изолята BS1 – по истечении 5 мин контакта. Полученные эксперимен-
тальные данные позволяют предложить использование сред – источников внеклеточных лекти-
нов бактерий, в качестве коагулянта (флокулянта) для седиментации активного ила.  
 

Ключевые слова: лектины, микробные изоляты, активный ил, матрикс биопленки, агглютинация, 
седиментация 
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Abstract. We examine the agglutinating ability of five compounds, namely, A1, A2, A3, A4 and BS1, isolated 
from activated sludge on selective media typical of a number of dominant microbial cultures that contribute to 
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the formation of microbial aggregates. The morphological properties of the isolates and their lectin activity, 
as well as the physiological and biochemical properties of individual isolates were studied; microorganisms in 
their composition were identified. We assessed the capacity of the isolates under study to synthesize an  
exopolysaccharide matrix, as well as the sedimentation of activated sludge under the action of the native 
solution and culture liquid of the BS1 isolate. Based on their capacity to agglutinate, the BS1 and A2 isolates 
were selected for further research as producers of extracellular lectins and objects of agglutination, respec-
tively. The biophysiochemical properties and molecular-genetic identification of the BS1 isolate allowed the 
degree of identity with r. Bacillus to be defined (96.19%); for the A2 isolate, 92.93% identity with p. Shigella 
and p. Escherichia was determined. To assess the capacity to synthesize a biofilm matrix, the BS1 and A2 
isolates were cultivated on an agar nutrient solution using Congo Red dye. According to the obtained results, 
the isolates are capable of synthesizing an exopolysaccharide matrix, the main component of bacterial bio-
films. The research results on the sedimentation of activated sludge induced by the native solution and cul-
ture liquid of BS1 showed the following. The sedimentation rate of activated sludge increased significantly at 
the beginning of the process upon adding a BS1 cell suspension, while the introduction of the native solution 
of BS1 intensified the process following 5 minutes of contact. The obtained experimental data suggest that 
the media containing extracellular bacterial lectins can be effectively used as a coagulant (flocculant) for the 
sedimentation of activated sludge.  
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ВВЕДЕНИЕ  
Биологическая трансформация загрязняю-

щих веществ играет важную роль в процессах 
биологической очистки сточных вод сообще-
ством агрегированных микроорганизмов в виде 
суспензии активного ила, а также иммобилизо-
ванной биомассы в виде биопленки. В формиро-
вании биопленки в свою очередь очень важны 
лектины, необходимые для правильной архитек-
туры и прочности биопленки, они отвечают за 
связывание микробных клеток между собой 
и/или с поверхностью для иммобилизации, [1].  

Лектины – это гликопротеины, способные 
связывать углеводные остатки на поверхности 
клетки, вызывая их агглютинацию [2, 3]. Было 
обнаружено, что эти белки присутствуют в любой 
живой системе от вирусов до человека и играют 
фундаментальную роль в процессах углевод-
белкового узнавания в организме хозяина и мик-
робных сообществ в целом [4, 5]. В настоящее 
время особый интерес вызывают лектины, синте-
зируемые бактериями, в связи с перспективой ис-
пользования их в различных медико-биоло-
гических, биотехнологических и исследовательских 
задачах.  

В литературе имеются данные об использо-
вании растительных материалов в качестве при-
родных коагулянтов [6], примером которых яв-
ляются семена, богатые лектинами. Однако за-
траты на получение очищенных растительных 
лектинов довольно существенны. Ввиду этого 
очевидный интерес представляет изучение мик-
робных лектинов. 

Цель данной работы состояла в изучении аг-
глютинирующей способности микробных культур, 
выделенных из активного ила. В процессе ис-

следования решались следующие задачи: 
1. Получение изолятов сообщества активного 

ила очистных сооружений г. Зеленодольск, Рес-
публика Татарстан. 

2. Анализ культурально-морфологических при-
знаков полученных изолятов и оценка активности 
внеклеточных лектинов культур в их составе. 

3. Идентификация микроорганизмов в соста-
ве изолятов, проявивших наибольшую способ-
ность к агглютинации клеток, и исследование их 
физиолого-биохимических свойств. 

4. Визуализация реакции бактериальной аг-
глютинации с выбранными образцами. 

5. Оценка способности идентифицированных 
изолятов к синтезу экзополисахаридного матрик-
са биопленки.  

6. Анализ эффективности бактериальных лек-
тинов отдельных культур в качестве коагулянта 
(флокулянта) для седиментации активного ила. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
В качестве объектов исследования были 

рассмотрены: 
‒ активный ил биологических очистных со-

оружений г. Зеленодольск по очистке комму-
нально-бытовых сточных вод и выделенные из 
его сообщества изоляты А1, А2, А3, А4, а также 
изолят культуры Bacillus subtilis (BS1); 

‒ культура Bacillus subtilis, выделенная из ле-
карственного препарата Споробактерин (ООО «Ба-
корен», Россия). 

Выделенные изоляты и препаративные культу-
ры представляли интерес для исследования аг-
глютинации на основании их распространенности в 
микробном сообществе активного ила, а также их 
участии в процессах агглютинации клеток на осно-
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вании ранее полученных данных [7, 8]. 
Изолят BS1 и культура Bacillus subtilis рас-

сматривались в качестве продуцентов внекле-
точных лектинов.  

Клетки бактерий изолятов А1, А2, А3, А4 рас-
сматривались в качестве объектов агглютинации.  

Методы исследования. Получение чистых 
культур изолятов осуществляли высевом на 
плотные питательные среды суспензии активно-
го ила методом Дригальского

1
. 

Для выделения изолятов A1, A2, A3, A4 ис-
пользовали селективную синтетическую пита-
тельную среду Фенилаланин агар [9], характер-
ную для накопления культур р. Acinetobacter, со-
став которой представлен в табл. 1. 

 

Таблица 1. Состав питательной среды «Фенилаланин 

агар» для накопления культур рода Acinetobacter 
 

Table 1. "Phenylalanine agar" medium composition for  
genus Acinetobacter accumulation 
 

Компонент Концентрация, г/л 

L‒Фенилаланин 2,0–3,0 
NaCl 5,0 
Na2SO4 2,0 
KH2PO4 1,0 
K2HPO4 2,5 
MgSO4 0,1 
Агар микробиологический 15,0 

 

Основной селективный фактор данной пита-
тельной среды – L-фенилаланин, являющийся 
единственным источником азота и углерода. 

Получение изолята BS1, содержащего клетки 
спорообразующей Bacillus subtilis, осуществляли 
на мясопептонном агаре. Суспензию активного 
ила предварительно прогревали при температу-
ре 70 ºС в течении 45 мин для обеспечения ли-
зиса вегетативных клеток [10, 11].  

Физиолого-биохимические свойства бактерий 
изучали согласно стандартным методикам, также 
представленным в «Практикуме по микробиоло-
гии»

1
. Подвижность клеток определяли приго-

товлением препарата «висячая капля»
1
. 

Молекулярно-генетическую идентифика-
цию микроорганизмов осуществляли путем 
определения нуклеотидной последовательно-
сти 16S рРНК с использованием стандартных 
праймеров 72s (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-
3′) и 1492R (5′-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3′) 
[12, 13]. Процедура идентификации проводилась 
на базе Института экологии и природопользова-
ния, а также на  базе  Междисциплинарного  цен- 
тра коллективного пользования Казанского (При-
волжского) федерального университета.  

Данная процедура проводилась в два этапа:  
1. Выделение бактериальной геномной ДНК. 

2. Секвенирование по методу Сэнгера. 
Выделение бактериальной геномной ДНК 

проводили с помощью набора реагентов FastDNA 
Spin Kit For Soil

2
. Клетки и органеллы подвергали 

механическому разрушению, для чего 0,3 г био-
массы бактерий суспендировали в натриево-
фосфатном буфере и МТ-буфере, после перено-
сили в гомогенизатор (30 с, 1500 об./мин) и цен-
трифугировали (5 мин, 14000 об./мин). В осадке 
оставались крупные внутриклеточные органел-
лы, обломки клеток и полуразрушенные бакте-
рии, ДНК оставалась в супернатанте. Для оса-
ждения белков к отобранному супернатанту, со-
держащему ДНК, добавляли 250 мкл раствора 
PPS (PPS Silent Surfactant), перемешивали и 
центрифугировали (5 мин, 14000 об./мин).  

Закрепление ДНК на матриксе проводили 
следующим образом: осадок отбрасывали, полу-
ченный супернатант смешивали с 1 мл Binding 
Matrix и перемешивали на ротаторе в течение 
10 мин. Далее проводили закрепление ДНК на 
колонке Spin. Для этого 600 мкл полученного 
раствора переносили на колонку Spin и центри-
фугировали (1 мин, 14000 об./мин) до тех пор, 
пока весь исследуемый раствор не будет израс-
ходован. 

ДНК очищали от реактивов и клеточных остат-
ков путем использования 500 мкл раствора гуани-
дин-тиоционата, который помещали на колонку и 
центрифугировали (1 мин, 11000 об./мин). Полу-
ченную надосадочную жидкость отбрасывали. 
На колонку помещали 500 мкл SEWS-M и цен-
трифугировали (1 мин, 14000 об./мин) при ком-
натной температуре. Для удаления SEWS-M и дру-
гих реактивов жидкость со дна пробирки удаляли и 
центрифугировали колонку (2 мин, 14000 об./мин) 
при комнатной температуре. Полученную колон-
ку с очищенными ДНК/РНК помещали в чистую 
пробирку Eppendorf и оставляли сохнуть на воз-
духе в течение 5 мин. Затем в середину колонки 
аккуратно добавляли 50 мкл DES (апирогенная 
вода без ДНКазы) и центрифугировали (1 мин, 
14000 об./мин) при комнатной температуре для 
сбора элюата в пробирке.  

Определение первичных нуклеотидных по-
следовательностей ДНК проводили с помощью 
секвенирования по методу Сэнгера

3
. Постановка 

сиквенсной реакции проводилась с использова-
нием ген-специфических праймеров и набора 
реактивов Big Dyе Terminator v3.1 Cycle Se-
quencing Kit (Applied Biosystems, США) в объеме 
10 мкл. Для подтверждения мутации прочтение 
осуществлялось с обоих праймеров – прямого и 
обратного. Реакцию проводили, используя ам-
плификатор Veriti (Applied Biosystems, США) по 

   

1
Нетрусов А. И., Егорова М. А., Захарчук Л. М. Практикум по микробиологии. М.: ИЦ «Академия»: 2005. 608 с. 

2
FastDNA SPIN Kit for Soil. URL: http://dmoserv3.whoi.edu/data_docs/IODP_347/FastDNA_Spin_Kit_for_Soil (29.07.2021). 

3
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit. URL: https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/manuals/cms_081527.pdf 

(29.07.2021). 
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следующему температурному протоколу: пред-
варительная денатурация – при температуре 
96 ºС (1 мин); 26 циклов при температуре: 96 ºС 
(10 с), 50 ºС (5 с), 60 ºС (4 мин). 

Очистка сиквенсной реакции осуществлялась 
в следующей последовательности: 

1) в пробирку с ПЦР-продуктом добавляли по 
40 мкл смеси ацетата аммония с этанолом на 
каждые 10 мкл ПЦР-смеси;  

2) пробирки вортексировали и инкубировали 
смесь при комнатной температуре в темноте в 
течение 30 мин; 

3) после пробы центрифугировали 30 мин 
при 2500 об./мин;  

4) полученный супернатант аккуратно удаля-
ли, осадок промывали 150 мкл охлажденного 
80%-го этанола с последующим центрифугиро-
ванием в течение 10 мин при 2500 об./мин;  

5) этанол удаляли, осадок высушивали при 
температуре 55 ºС в амплификаторе и растворя-
ли в 10 мкл Hi-Di-формамида;  

6) перед секвенированием пробы денатури-
ровали в течение 2 мин при 95 ºС; 

7) детекция продуктов секвенирования про-
водилась в автоматическом режиме методом 
капиллярного электрофореза на приборе 
ABI PRISM 3730 (Applied Biosystems, США). 

Полученные результаты сравнивали с базой 
данных NCBI с помощью пакета программ BLAST 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). 

Определения лектиновой активности прово-
дили путем периодического культивирования мик-
роорганизмов в аэробных условиях при темпера-
туре 37 ºC в течение 18 ч. В качестве питательной 
среды использовали мясопептонный бульон. По-
сле активации микробные суспензии центрифуги-
ровали при 8000 об./мин в течение 10 мин.  

Нативный раствор (н.р.) изолята BS1 и Bacil-
lus subtilis для реакции агглютинации получали 
путем центрифугирования культуральной жидко-
сти при 10000 об./мин в течение 30 мин.  

Бактериальные клетки, оставшиеся после 
первого центрифугирования, трижды отмывали в 
физиологическом растворе при 8000 об./мин, в 
течение 10 мин, а затем доводили до 2%-й сус-
пензии клеток и использовали в дальнейшем 
эксперименте.  

Реакцию агглютинации проводили в специ-
альных планшетах для иммунологических реак-
ций с U-образными лунками: в лунках планшета 
готовили серию последовательных разведений 
нативного раствора по 0,05 мл, затем в каждую 
лунку добавляли 0,05 мл 2%-й суспензии бакте-
риальных клеток, реакцию проводили при 24 ºС в 
течение 2 ч.  

Активность лектинов выражали как макси-
мальное разведение лектинов, при котором 

наблюдается агглютинация бактериальных кле-
ток. Расчет полученных результатов проводили 
по формуле AG = 2

n-1
, где AG ‒ агглютинирую-

щая активность (титр, единиц), n ‒ разведение 
(лунка), при котором наблюдается агглютинация 
бактериальных клеток [14]. 

Оценка способности бактерий к синтезу 
экзополисахаридного матрикса. Способность 
культур к выделению экзополисахаридного мат-
рикса оценивали с помощью методики, предло-
женной D. J. Freeman [15]. Для этого анализиру-
емые штаммы выращивали на поверхности 
плотной питательной среды, помимо основных 
питательных компонентов содержащей специ-
фический краситель конго красный. Образование 
матрикса оценивали по цвету выросших колоний. 
Согласно данному методу, отсутствие матрикса 
определяется по белому цвету колоний, умерен-
ная способность к синтезу матрикса – по крас-
ным колониям, выраженная способность – по 
черному цвету колоний [16]. 

Седиментация активного ила. Исследова-
ния проводились в цилиндре объемом 100 мл, 
диаметром 60 мм и высотой столба жидкости 
135 мм. Седиментация ила описывалась кривы-
ми Кинша [17] с фиксированием границы разде-
ла вода–ил. Данные измерений заносились в 
таблицу, а затем отображались графически. 

Для каждого временного промежутка рассчи-
тывалась скорость осаждения (скорость седи-
ментации) активного ила по регистрации грани-
цы раздела фаз в цилиндре в рассматриваемый 
момент времени. 

Скорость осаждения активного ила, υ, 
мм/мин, для каждого временного промежутка 
рассчитывалась по формуле: 

 

1 2 ,
H H

T






 

 
где Н1-Н2 — разница высот границы раздела 
ил–вода на рассматриваемом временном участ-
ке, мм; ΔT — продолжительность временного 
участка между высотами Н1 и Н2, мин. 

Седиментационные свойства ила исследова-
лись для дозы (концентрации) ила 2,9 г/л.  

Дозу ила определяли по методике ФР 
1.31.2008.04398

4
. 

Для исследования процесса седиментации 
под действием внеклеточных лектинов исполь-
зовались следующие образцы: 

– активный ил биологических очистных со-
оружений г. Зеленодольск (100 мл) в качестве 
контроля; 

– контроль (98 мл) + нативный раствор BS1 (2 мл); 
– контроль (98 мл) + нативный раствор Bacil-

lus subtilis (2 л); 
   

4
ФР 1.31.2008.04398. Методика выполнения измерений дозы ила по объему и расчету илового индекса Элек-

тронный ресурс. URL: https://meganorm.ru/Index2/1/4293790/4293790509.htm (29.07.2021). 

https://meganorm.ru/Index2/1/4293790/4293790509.htm
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– контроль (98 мл) + суспензия BS1 (2 мл); 
– контроль (98 мл) + суспензия Bacillus sub-

tilis (2 мл). 
Объем вносимых в активный ил нативного 

раствора и суспензии – 2 мл, был выбран со-
гласно предварительным исследованиям.  

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Культурально-морфологические свойства 

выделенных изолятов и оценка их лектиновой 
активности. Клетки изолята А1 представляют 
собой грамотрицательные кокки, которые на ага-
ризованных средах образуют круглые колонии 
диаметром 2 мм, при культивировании на жидкой 
питательной среде образуют пленку. Спор не 
образуют.  

Клетки изолята А2 представляют собой гра-
мотрицательные кокки. На поверхности плотных 
агаризованных сред образуют круглые белые 
колонии диаметром 2 мм. При культивировании 
в жидкой питательной среде на стенках колбы 
образуют белую пленку. Спор не образует, клет-
ки неподвижны. 

Изолят А3 содержит грамотрицательные па-
лочки. На плотных агаризованных средах обра-
зуют колонии желтого цвета диаметром 3–4 мм. 
При культивировании в жидких средах пленку не 
образуют. Спор не образуют. 

Клетки изолята A4 представляют собой грам-
положительные кокки, расположенные преимуще-
ственно гроздьями. На плотных питательных сре-
дах образуют круглые колонии с ровными краями 
диаметром 2–3 мм. При культивировании на жид-
ких питательных средах образуют едва заметную 
пленку, на дне присутствует осадок. 

Клетки изолята BS1 ‒ грамположительные 
палочки. Колонии бесцветные, мелкоморщини-
стые. Образуют споры, подвижны. 

Согласно результатам экспериментальных 
исследований активности лектинов культуры 
BS1 к клеткам исследуемых изолятов было пока-
зано, что нативный раствор изолята BS1 (как 
источник внеклеточных лектинов) проявлял 
наибольшую активность к клеткам изолятов А2 
(AG=2 ед.) и А4 (AG=2 ед.). Выявлена низкая 
лектиновая активность к клеткам изолята А1 
(AG=1 ед.) и отсутствие активности к клеткам 
изолята А3 (AG=0 ед.). Невыраженную актив-
ность к клеткам изолята А3 можно объяснить 
отсутствием углеводных детерминантов, специ-
фичных для внеклеточных лектинов BS1.  

Нативный раствор модельной культуры Bacil-
lus subtilis показал слабую активность внекле-
точных лектинов к клеткам изолята А4 
(AG=1 ед.). Отсутствие активности к остальным 
культурам связана, вероятно, с неспецифиче-

скими для лектинов углеводными остатками на 
поверхности клеток. 

На основе морфологических признаков для 
дальнейшей идентификации были выбраны изо-
ляты А2 и BS1, полученные из активного ила: 
клетки изолята А2 выбраны в качестве объекта 
агглютинации, изолят BS1 – в качестве проду-
цента внеклеточных лектинов. 

Физиолого-биохимические свойства изоля-
тов А2 и BS1 и идентификация микроорганиз-
мов в их составе. Основные физиолого-биохи-
мические свойства культур A2 и BS1 показаны в 
табл. 2. 

 
Таблица 2. Физиолого-биохимические свойства  

изолятов A2 и BS1  
 

Table 2. Physiological and biochemical properties  

of isolates A2 and BS1 
 

Свойства 
Изоляты 

А2 BS1 

Наличие фермента каталазы + + 

Гидролиз желатина - + 

Гидролиз крахмала - + 

Наличие фермента уреазы + + 

Рост при 3% NaCl + + 

Рост при 7% NaCl - + 

Тест Фогеса-Проскауэра - + 

Выделение NH3 при гидролизе белков + + 

Выделение H2S при гидролизе белков - + 

Примечание. «+» ‒ реакция положительная,  
«-» ‒ реакция отрицательная.  

 
На основании морфологических признаков и 

физиолого-биохимических свойств культуру изо-
лята А2 можно отнести к бактериям рода Aci-
netobacter, а BS1 – к роду Bacillus

5
. 

Результаты процедуры секвенирования ис-
следуемых образцов показали, что 16S рРНК 
изолятов A2 и BS1 содержит 1214 и 1256 пар 
нуклеотидов соответственно (табл. 3). 

Идентификация нуклеотидной последова-
тельности фрагментов изолята A2 в междуна-
родной базе позволила установить степень 
идентичности 92,93% с известными культурами 
p. Shigella и p. Escherichia; по отношению к изо-
ляту BS1 была зарегистрирована степень иден-
тичности 96,19% c известными культурами 
р. Bacillus (табл. 4). 

Согласно молекулярно-генетической экспер-
тизе, изолят A2 можно отнести к различным ви-
дам рода Shigella или рода Escherichia либо к их 
смеси, а изолят BS1 можно отнести к различным 
видам рода Bacillus либо к их смеси. 

 
   

5
Хоулт Дж., Криг Н., Снит П. Определитель бактерий Берджи: в 2 т.; 9-е изд.; пер. с англ. под ред. Г. А. Завар-

зина. М.: Мир. 1997. 800 с. 
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Таблица 3. Нуклеотидная последовательность 16S рРНК изолятов A2 и BS1 
 

Table 3. Nucleotide sequence of 16S rRNA isolates A2 and BS1 
 

A2 

AAACGGTAGCTAATACCGCATAACCTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCGGATGT
GCCCAGATGGGATTAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGA
TGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAAT
GGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGG
AGGAAGGGAGTAAAGTTAATACCTTTGCTCATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTG
TTAAGTCATGATAGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCTGATACTGGCAAGCTTGAGTCTCGTA
GAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGGTGGCGAAGGCG
GTCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGTTAGTC
CACGCCGTAAACGATGTCGACTTGCAGGTTGTGCTCTTGAGGCGTGGCTTCCAGAGCTAATGCGTTAAGTCGA
CCGCCTGGCGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTTCAATGAATTGACGGCGGCCCGCACCAGCTGTGGAGCAT
GTAGTTCAATCGAATGCTAGCGCGAAGCAGCTTAACTGGTCTGGACAATCCAACGAAAGTTCCAGAGCATGGA
TATTGTGCCTATCGGTAATCGGTGAGAACAGGTGACCTGCATGGCTGTCCTCAAGCTTCTGGTATGATGTTGG
GTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTCCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTG
CCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTCCTCCCAGGGCAACACACGT
TCTTCAATGGGGCATACAAAGAGAAGCGCCCTCGCGAGATCAAGCCGACCTCATAAAGAGCGCAGTAGTCCC
GATGGTCCTCCTCAACTCTCCTCCATGAAGTCGGGGTCGCTAGTAATGTTTCCTCTAG 

BS1 

TGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACTGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGG
CTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAAC
GATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGG
CAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCG
GGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATTAAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACC
AGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTG
GGCGTAAAGGGCGCCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCA
TTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGAT
ATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGCAAGCGTGGGGAG
CAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGTTTCCGCCCCTT
TAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCCGCCTGGAGGAGTACGGCTCGCAGGCTGAACCTCCAAAGGAAT
TTGACCGCGGGCCCGCCACAGCCGGTTGGTAGCATGATGGATTTAGTCGACGTCCACCGCCGTAACGAACCT
TTACCCAGTCCTTGACATCCCTCTGAAACTCCTAGAGAATTAGGGCCTTCCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGT
GGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTT
AGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTC
AAATCATCATGTCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCGCG
AGCTAGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATC
GCTAGTAATCGCGGATCAGCATG 

 

Таблица 4. Сравнение секвенированных нуклеотидных последовательностей фрагментов 16S РНК  

с известными данными в базе международного банка  
 

Table 4. Comparison of sequenced nucleotide sequences of 16S RNA  

fragments with known data in the international bank database  
 

Идентифицируемый штамм Штамм в базе данных Процент идентичности 

A2 

Shigella boydii strain P288 92,93 

Shigella flexneri strain ATCC 29903 92,93 

Escherichia fergusonii ATCC 35469 92,93 

BS1 

Bacillus proteolyticus strain MCCC 1A00365 96,19 

Bacillus thuringiensis strain IAM 12077 96,19 

Bacillus wiedmannii strain FSL W8-0169 96,19 

Bacillus thuringiensis ATCC 10792 96,19 
 

Визуализация реакции агглютинации. Резуль-
таты микроскопирования реакции агглютинации 
клеток изолята А2 наглядно подтверждают актив-
ность лектинов BS1 (рис. 1). 

В присутствии внеклеточных лектинов BS1 
наблюдается визуализируемое в процессе микро-
скопирования «склеивание» клеток бактерий изо-
лята А2. 

Способность к синтезу матрикса биопленки. 
На рис. 2 представлены колонии исследуемых 
культур на питательной среде с добавлением кра-
сителя конго красный. 

В процессе культивирования колонии культуры 
А2 окрасились в темно-красный цвет, колонии изо-
лята BS1 стали светло-красными. По цвету данных 
колоний можно утверждать, что изоляты способны 
синтезировать экзополисахаридный матрикс (ос-
новной компонент бактериальных биопленок)

6
. 

Полученные результаты представляют интерес 
для дальнейшего исследования биопленок культур 
в составе полученных изолятов. 

Седиментация активного ила. Результаты 
седиментации активного ила представлены на 
рис. 3.  

   

6
Марданова А.М., Кабанов Д.А., Рудакова Н.Л., Шарипова М.Р. Биопленки: основные методы исследования:  

учеб.-метод. пособие. Казань: Изд-во К(П)ФУ. 2016. 42 с. 
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Рис. 1. Агглютинация бактериальных клеток А2 под действием внеклеточных лектинов BS1 (увеличение ×400); 
А ‒ микрофотография клеток изолята А2 в собственной культуральной жидкости; 

B ‒ микрофотография клеток А2 под действием внеклеточных лектинов BS1 
 

Fig. 1. Agglutination of A2 bacterial cells under the action of BS1 extracellular lectins (magnification ×400); 
A – photomicrograph of A2 cells in their own culture fluid; 

B – photomicrograph of A2 cells exposed to BS1 extracellular lectins 
 

 
 

Рис. 2. Фотографии колоний: А ‒ изолят А2; B ‒ изолят BS1 
 

Fig. 2. Colony photos: A – isolate A2; B – isolate BS1 
 

 
 

Рис. 3. Кривые кинетики снижения границы раздела ил–вода 
 

Fig. 3. Kinetic curves of a decrease in the sludge–water interface 
 

Наибольшая эффективность седиментации ак-
тивного ила при добавлении нативного раствора 
выделенных изолятов была зарегистрирована для 
изолята BS1 – от 17 до 43% и выше по сравнению с 
контролем в различных интервалах 30-минутного 
времени седиментации. При этом не было отмече-
но повышения эффективности процесса седимен-

тации в первые 5 мин осаждения активного ила с 
нативными растворами изолятов. Добавление в 
активный ил нативного раствора культуры Bacillus 
subtilis показало ускорение седиментации активного 
ила не более чем на 20% в начальный момент вре-
мени осаждения. 

В случае внесения в активный ил клеточной 
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суспензии изолята BS1 было показано значитель-
ное улучшение седиментации в первый момент 
времени: на 100, 33, 33, 25, 25, 25, 16 и 28%, в пери-
од с 10 с до 3 мин соответственно по сравнению с 
контролем. Добавление в активный ил суспензии 
Bacillus subtilis показало увеличение скорости оса-
ждения активного ила на 100% на 10 с, 33% на 30 с 
и по 25% на 50 с и 1 мин соответственно. 

Полученные выше данные позволяют предпо-
ложить, что изменение характера процесса седи-
ментации при внесении нативного раствора (источ-
ника лектинов) либо клеточной суспензии (проду-
центов лектинов) связано с наличием/отсутствием 
микробных клеток в культуральной жидкости, вно-
симой в активный ил. При этом следует отметить, 
что при внесении суспензии клеток в начальный 
период осаждения происходит быстрая агглютина-
ция между поверхностными лектинами клеток про-
дуцента и комплементарными компонентами актив-
ного ила, что приводит к повышению эффективно-
сти осаждения активного ила. Внесение нативного 
раствора как источника внеклеточных лектинов 
обеспечивает ускорение процесса седиментации 
активного ила лишь по истечении первых 5 мин.  

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ  
1. Получены изоляты A1, A2, A3, A4 и BS1 из 

микробного сообщества активного ила очистных со-
оружений г. Зеленодольск (Республика Татарстан).  

2. Оценена активность внеклеточных лектинов 
в нативном растворе изолята BS1 к клеткам изоля-

тов А1, А2, А3, А4. Наибольшую лектиновую актив-
ность нативный раствор BS1 проявил к клеткам 
изолята А2 (AG=2 ед.) и А4 (AG=2 ед.), наимень-
шую активность – к клеткам изолята А1 (AG=1 ед.), 
не проявлял активности – к клеткам изолята А3 
(AG=0 ед.). 

3. По культурально-морфологическим призна-
кам и физиолого-биохимическим свойствам изолят 
А2 отнесен к роду Acinetobacter, изолят BS1 – к 
роду Bacillus. С помощью молекулярно-генети-
ческого анализа показано, что изолят BS1 относит-
ся к бактериям р. Bacillus, а изолят A2 – к бактери-
ям р. Shigella или р. Escherichia. 

4. Визуализацией реакции бактериальной аг-
глютинации при микроскопировании препаратов 
подтверждена активность внеклеточных лектинов 
BS1 к бактериальным клеткам А2. 

5. Оценена способность культур изолятов A2 и 
BS1 синтезировать экзополисахаридный матрикс 
высевом на плотную питательную среду с добавле-
нием красителя конго красный. По цвету колоний 
сделан вывод о том, что культуры A2 и BS1 способ-
ны синтезировать матрикс внеклеточных полимеров 
и участвовать в образовании биопленки.  

6. Показано, что скорость седиментации актив-
ного ила увеличивалась при внесении суспензии 
клеток изолята BS1 в начальный период процесса 
осаждения, а при внесении нативного раствора 
изолята BS1 – по истечении 5 мин контакта. 
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Аннотация. Методами инфракрасной спектроскопии нарушенного полного внутреннего отраже-
ния, рефрактометрии и биохимического анализа проведено исследование 115 образцов меда раз-
ного ботанического вида, географического происхождения и года сбора (2019–2021 гг.). Исследо-
вались образцы исходных медов в жидком и закристаллизованном состоянии. В качестве вспомо-
гательных веществ были использованы кристаллические препараты D-глюкопиранозы (глюкозы), 
D-фруктопиранозы (фруктозы), их 40%-ые растворы и инвертированный сахар. Методом биохи-
мического анализа определено содержание глюкозы в выборке медов. На основании полученных 
данных установлена связь между результатами биохимического анализа и рефрактометрии (по-
казатель преломления, содержание инвертированных сахаров, влажность). Получены уравнения, 
позволяющее оценить содержание глюкозы и фруктозы в медах по рефрактометрическому пока-
зателю. Исследование медов методом ИК-спектроскопии показало, что весь набор исследованных 
образцов медов, независимо от ботанического вида и географии их происхождения, может быть 
представлен тремя группами c преобладанием: I – глюкозы, II – фруктозы и III – переходная, с 
близким содержанием двух моносахаридов. Это позволило идентифицировать полосы, обуслов-
ленные α- и β-пиранозными формами глюкозы и фруктозы, а также оценить характер их измене-
ния в зависимости от соотношения обоих моносахаридов в медах в результате их кристаллиза-
ции. Отмечено, что соотношение моносахаридов предопределяет не только устойчивость жид-
кокристаллической структуры медов и скорость кристаллизации, но и их оптические, биохимиче-
ские, пищевые свойства, которые важны для предпочтительного использования медов в медицин-
ской и фармакопейной практике, диетологии, косметологии. 
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Abstract. 115 samples of honey of various botanical types, geographical origin and harvest year (2019–
2021) were analysed using attenuated total reflection infrared spectroscopy of impaired total reflection, re-
fractometry and biochemical analysis. Initial honey samples in liquid and crystallised states were investigat-
ed. Crystalline D-glucopyranose (glucose), D-fructopyranose (fructose), their 40% solutions and invert sugar 
were used as auxiliary substances. Biochemical analysis was used to determine the glucose content in hon-
ey samples. Based on the obtained data, a relationship between the results of biochemical analysis and re-
fractometry (refractive index, the content of invert sugars, humidity) was established. We deduced equations 
that allow the content of glucose and fructose in honey to be evaluated by the refractive index. Studying 
honey by IR spectroscopy showed that all investigated samples, regardless of the botanical and geograph-
ical origins, can be classified into three groups dominated by: I – glucose, II – fructose and III – mixed, with a 
close content of two monosaccharides. This allowed the bands characteristic of α- and β-pyranose forms of 
glucose and fructose to be identified, as well as the nature of their changes depending on the ratio of both 
monosaccharides in honey as a result of their crystallisation to be assessed. It is noted that the ratio of mon-
osaccharides determines not only the stability of the liquid crystal structure and crystallisation rate in honey 
but also their optical, biochemical and nutritional properties, which are important for the preferred use of 
honey in medical and pharmacopoeial practice, dietetics and cosmetology. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Пчелиный мед – один из сложнейших есте-

ственных продуктов растительно-животного про-
исхождения, результат превращения нектара в 
организме рабочей пчелы при различных физио-
логических и физико-химических процессах

1
 [1]. 

Как уникальный дар природы мед с древнейших 
времен используется народами всех культур не 
только как сладкий и питательный пищевой про-
дукт, но и как лечебное средство с широким 
спектром действия в официальной и народной 
медицине, фармакопее, диетологии, косметоло-
гии [2–7]. Известны сотни препаратов и лекар-
ственных форм, содержащих мед.  

Специфические особенности биохимического 
действия меда, позволяющие ему проявлять 
свои целебные свойства, обусловлены многооб-
разием активных компонентов, гармонично соче-
тающихся между собой, что также дает возмож-
ность человеческому организму усваивать мед 
практически на 100% [8, 9]. В составе меда об-
наружено более четырехсот различных компо-
нентов: минеральные вещества; сахара; фер-
менты; амино-, жирные, насыщенные и полине-
насыщенные кислоты; флаваноиды; витамины. 
Однако процентный и химический состав меда 
непостоянен и зависит от множества факторов, 
влияющих на его пищевую, лечебно-
профилактическую и биологическую ценность. К 
ним относятся: ботанический вид медоносных 

растений, с которых собран нектар, географиче-
ский регион и состав почвы, на которой они про-
израстают; погодные и климатические условия 
(температура, влажность и др.), время сбора 
(весенний, летний или осенний); содержание, 
уход, физиологическое состояние и порода пчел 
[10, 11]. Кроме того, мед – это изменчивый живой 
продукт. За время, проходящее от сбора нектара 
до извлечения меда из сот и при дальнейшем 
хранении, в нем происходит ряд химических 
процессов, изменяющих его свойства. Однако 
основные группы веществ в составе меда харак-
теристичны и постоянны.  

В общем случае мед подразделяют на цве-
точный и падевый. Цветочный мед классифици-
руют по ботаническому виду растительных ме-
доносов [2]: 

– монофлерный мед – мед, основная часть 
которого (от 40%) получена с одного вида расте-
ний. Обычно ему придают название этого расте-
ния – липовый, акациевый, каштановый, ки-
прейный, гречишный и т.д.;  

– полифлерный мед – это мед, собранный с 
растений разного вида. Название полифлерного 
меда как правило связано с видом медоносных 
угодий: луговой, степной, полевой, лесной, гор-
ный, таежный, цветочный, разнотравье. Часто 
монофлерные и полифлерные меды классифи-
цируют по району их сбора (дальневосточный 
липовый, башкирский липовый, сибирский ки-

   

1
Козин Р. Б., Лебедев В. И., Иренкова Н. В. Биология медоносной пчелы: учеб. пособие для студентов вузов, 

обучающихся по специальности «Зоотехния» и «Ветеринария». СПб.: Лань, 2007. 320 с. 

https://doi.org/10.21285/2227-2925-2021-11-4-627-641
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прейный, алтайское горное разнотравье и т.д.). 
Частным случаем полифлерных медов яв-

ляются натуральные смешанные меды, собран-
ные пчелами с одновременно цветущих расте-
ний (шалфей и липа, каштан и акация) и искус-
ственно смешанные. На крупных заготовитель-
ных пунктах, подготавливающих к продаже 
большие партии меда, производят так называе-
мое купажирование меда, то есть смешивание 
его отдельных видов и сортов. По консистенции 
мед бывает жидкий, густоватый или закристал-
лизовавшийся. 

Независимо от ботанического вида меда, рай-
она и времени сбора веществами, составляющими 
его основу, являются углеводы, на 80–90% пред-
ставленные двумя моносахаридами – глюкозой и 
фруктозой. Их свойства и соотношение опреде-
ляют основные качества меда: сладость, пита-
тельную ценность, способность к кристаллиза-
ции, гигроскопичность и т.д. Процентное соотно-
шение глюкозы и фруктозы зависит не только от 
вида растения, но и от географии его произрас-
тания, погодных условий. Хоть и в небольших 
количествах в меде содержатся сахароза, маль-
тоза, трегалоза, декстрины и др. Состав меда по 
моно- и дисахаридам значительно колеблется и 
на различных стадиях его созревания и стабили-
зации в процессе хранения. Поэтому данные по 
составу сахаров меда обычно приводят в опре-
деленном интервале.  

Натуральный мед нередко является объек-
том фальсификации, способы которой довольно 
многочисленны и разнообразны [12, 13]. В ра-
ботах ученых разных стран выявлению фаль-
сификата уделено много внимания. Для опре-
деления качества меда применяют органолеп-
тические, химические, физические и физико-
химические методы

2
 (хроматография, рефрак-

тометрия, УФ- и ИК-спектроскопия, ЯМР, кало-
риметрия, поляриметрия, микроскопия, реоло-
гия, и др.), позволяющие измерять коэффици-
енты преломления и рефракции, кислотность, 
вязкость, влажность, микроэлементный, пыль-
цовый, вещественный и углеводный составы, 
содержание инвертированных сахаров, глюкозы 
и фруктозы, антибиотиков, пестицидов, диа-
стазное число, пиранозно-фуранозную и вто-
ричную структуры углеводных ингредиентов и 
другие параметры [14–17]. 

В последние годы появилось значительное ко-
личество публикаций по исследованию натураль-
ных и фальсифицированных медов

3
 разного бота-

нического вида и географического (регионального) 
происхождения с использованием наряду с мето-
дами ЯМР метода ИК-спектроскопии нарушенного 

полного внутреннего отражения (ИКС НПВО) как 
высокочувствительного и информативного мето-
да при изучении углеводов [15–20].  

Однако при этом в опубликованных работах 
имеются значительные разночтения и неодно-
значность в интерпретации природы спектраль-
ных полос. 

Цель данной работы состояла в исследова-
нии методами ИКС НПВО, рефрактометрии и 
биохимического анализа серии отечественных 
полифлерных и монофлерных медов разного 
ботанического вида, географического происхож-
дения и времени сбора на содержание глюкозы и 
фруктозы и спектральную проявленность их α- и 
β-пиранозных форм в зависимости от соотноше-
ния двух основных моносахаридов в составе об-
разцов жидкого и закристаллизованного меда. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Объектом исследования являлись 115 об-

разцов монофлерных и полифлерных медов 
разного ботанического вида и географического 
происхождения, собранных в 2019–2021 гг., при-
обретенных на пасеках, в специализированных 
магазинах («Медовый дом», «Матушка пчела», 
«Пчеловодство»), в Союзе пасечников, на яр-
марках «Медовый спас». Исследовались образ-
цы жидких и закристаллизованных медов. В ка-
честве вспомогательных веществ рассматривались 
кристаллические препараты D-глюкопиранозы (Хим-
реактив, Россия), D-фруктопиранозы (Sigma Aldrich, 
США), их 40%-ые растворы и тримолин (сахар ин-
вертный кондитерский, Cremesuc, Бельгия).  

Колебательные спектры (32 скана) образцов 
медов, инвертсахара, растворов и сухих препаратов 
моносахаридов получали на Фурье-спектрометре 
Tensor 37 (Bruker, Германия) с алмазным НПВО 
элементом в диапазоне волновых чисел 4000–
600 см

-1
. Перед исследованием растворы моноса-

харидов сушили при комнатной температуре в те-
чение 10–12 ч на предметных стеклах, избегая кри-
сталлизации. Рефрактометрические показатели 
образцов медов (показатель преломления – nD; со-
держание инвертированных сахаров, %; влажность, 
%) снимали на цифровом рефрактометре Аbbemat 
WR/MW (Anton Paar, Австрия) при длине волны 
589,3 нм («Центр диагностики функциональных ма-
териалов для медицины, фармакологии и наноэлек-
троники», Научный парк СПбГУ). Содержание глю-
козы (%) в выборке образцов медов определяли в 
медицинском центре «ИНВИТРО СПб» на биохими-
ческом анализаторе ВА-400 (Испания) глюкозоокси-
дазным методом, представленным в учебном посо-
бии «Клиническая лабораторная диагностика»

4
, с 

реактивами Biosystems. Содержание фруктозы (%) 
   

2
ГОСТ Р 52451-2005. Меды монофлерные. Технические условия; ГОСТ Р 54644-2011. Мед натуральный. Тех-

нические условия; ГОСТ 31774-2012. Мед. Рефрактометрический метод определения воды. 
3
Заикина В.И. Экспертиза меда и способы обнаружения его фальсификации: учеб пособие. 3-е изд., перераб. 

и доп. М.: Дашков и К
о
, 2012. 168 с. 

4
Кишкун А.А. Клиническая лабораторная диагностика: учеб. пособие для медицинских сестер. М.: ГЭОТАР-

Медиа, 2010. 976 с. 



Нечипоренко А. П., Везо О. С., Нечипоренко У. Ю. и др. Оптические свойства медов: … 
Nechiporenko A. P., Vezo O. S., Nichiporenko U. Yu. et al. Optical properties of honey:… 

 

 

630 
 

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour 
 

 

в медах оценивали по разности суммы инвертиро-
ванных сахаров и глюкозы.  

 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
В табл. 1 сведены данные по рефрактомет-

рическим показателям – показатель преломле-
ния (nD, λ=589,3 нм), массовая доля инвертиро-
ванных сахаров, влажность выборки образцов 
моно- и полифлерных медов разного ботаниче-
ского вида, географического происхождения и 
времени сбора.  

Как следует из представленных в табл. 1 дан-
ных, образцы медов даже одного ботанического 
вида, региона и года сбора заметно различаются 
по всем курируемым параметрам. Наименьший 
разброс по рефрактометрическим показателям 
отмечен для каштановых медов и белой акации 
(Краснодарский край, 2019–2021 гг.). Графическая 

обработка рефрактометрических данных показа-
ла линейную связь между показателем прелом-
ления и массовой долей инвертированных саха-
ров, а также влажностью исследованных объек-
тов (рис. 1, а). 

Увеличению показателя преломления меда 
отвечало повышение в нем содержания инвер-
тированных сахаров и снижение влажности. Это 
послужило основанием для проведения анализа 
выборки медов независимым биохимическим 
методом на содержание в них массовой доли 
глюкозы (mгл, %). Содержание фруктозы (mфр, %) 
находили по разнице массовых долей инверти-
рованных сахаров и глюкозы согласно следую-
щему выражению:  

 
mфр = mиверт.сах – mгл. 

 

Таблица 1. Рефрактометрические и расчетные показатели медов 
 

Table 1. Refractometric and calculated indicators of honey 
 

Номер 
образца 

Мёд 
nD, 

589,3 нм 

Инверт. 
сахара, 

(%) 

Глюкоза, 
% (расч.) 

Фруктоза, 
% (расч.) 

Влажность, 
% 

Географическое  
происхождение, 

год сбора 

Монофлерные меды 

1 Акация бел 1,49686 84,61 31,09 53,52 15,87 Краснодар, 2019 
2 Акация бел 1,49702 84,68 30,90 53,77 15,81 Воронеж, 2020 
3 Акация бел 1,49417 83,52 34,23 49,26 16,93 Краснодар, 2021 
4 Акация бел 1,49179 82,55 37,04 45,49 17,87 Краснодар, 2021 
5 Вересковый 1,48752 80,80 42,05 38,73 19,57 Ленингр.обл. 2020 
6 Гречишный 1,49658 84,50 31,42 53,07 15,99 Оренбург, 2020 
7 Гречишный 1,48776 80,90 41,77 39,11 19,47 Орловская обл., 2020 
8 Гречишный 1,49724 84,77 30,64 54,12 15,73 Алтай, 2021 
9 Гречишный 1,49127 82,34 37,65 44,67 18,07 Орловская обл. 2021 

10 Гречишный 1,49055 82,04 38,50 43,53 18,36 Оренбург, 2020 
11 Донниковый 1,48704 80,60 42,62 37,97 19,76 Псков, 2020 
12 Донниковый 1,49526 83,96 33,00 50,98 16,50 Самара, 2020 
13 Каштановый 1,49565 84,12 32,51 51,60 16,35 Краснодар, 2021 
14 Каштановый 1,49323 83,13 35,35 47,77 17,30 Краснодар, 2020 
15 Каштановый 1,49390 83,41 34,57 48,83 17,04 Краснодар, 2020 
16 Кипрейный 1,49686 84,61 31,09 53,52 15,88 Ульяновск, 2021 
17 Кориандровый 1,49585 84,20 32,29 51,90 16,27 Краснодар, 2021 
18 Лавандовый 1,49158 82,47 37,29 45,16 17,95 Крым, 2020 
19 Липовый 1,49443 83,63 33,94 49,67 16,83 Краснодар, 2021 
20 Липовый 1,48904 81,43 40,27 41,14 18,96 Дальний Восток, 2020 
21 Липовый 1,49351 83,25 35,02 48,21 17,19 Ленингр. обл. 2020 
22 Подсолнечник 1,49102 82,24 37,95 44,27 18,17 Краснодар, 2021 
23 Черноклен 1,49232 82,76 36,42 46,33 17,66 Воронеж, 2020 
24 Шалфейный 1,49098 82,21 38,00 44,21 18,19 Воронеж, 2020. 
25 Шалфейный 1,49135 82,37 37,56 44,79 18,04 Белгород, 2021 
26 Эвкалиптовый 1,48795 80,98 41,55 39,41 19,39 Абхазия, 2020 
27 Эспарцетовый 1,49253 82,85 36,17 46,66 17,57 Алтай, 2021 

Полифлерные меды 

28 Горный 1,49373 83,34 34,77 48,56 17,10 Карачаево-Черкесс. 
29 Диких пчел 1,49356 83,27 34,97 48,28 17,17 Башкирия, 2020 
30 Лесной 1,49298 83,04 35,64 47,37 17,39 Минер. воды, 2020 
31 Лесной 1,49665 84,53 31,34 53,18 15,96 Минер. воды, 2021 
32 Луговой 1,48800 81,00 41,47 39,49 19,37 Белгород,  2021, 
33 Майский 1,49000 81,82 39,15 42,66 18,58 Краснодар, 2021 
34 Разнотравье 1,49035 81,96 38,73 43,21 18,44 Псков, 2020 
35 Разнотравье 1,49740 84,83 30,46 54,37 15,66 Оренбург, 2021 
36 Разнотравье 1,49580 84,18 32,34 51,84 16,29 Ленингр. обл. 2021 
37 Разнотравье 1,49006 81,84 39,08 42,75 18.56 Амурск. обл, 2020 
38 Разнотравье 1,48804 81,05 41,45 39,55 19,36 Горный Алтай, 2020 
39 Степной 1,48545 79,94 44,49 35,45 20,40 Саратов, 2019 
40 Цветочный 1,49052 82,03 38,54 43,48 18,37 Мордовия, 2020 
41 Цветочный 1,48954 81,62 39,69 41,93 18,77 Новгород, 2021 
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Рис. 1. Зависимость: а – содержания инвертированных сахаров и влажности; 
b – содержания фруктозы и глюкозы от показателя преломления меда 

1 – степного; 2 – гречишного; 3 – каштанового; 4 – акации белой 
 

Fig. 1. Dependencies: a – inverted sugars content and humidity; 
b – fructose and glucose content and refractive index of honey: 

1 – steppe; 2 – buckwheat; 3 – chestnut; 4 – white acacia 
 

Измеренные биохимические значения со-
держания глюкозы и рассчитанные значения со-
держания фруктозы для выборки монофлерных 
медов, а также соответствующие рефрактомет-
рические показатели представлены в табл. 2. 

При графической обработке полученные 
данные также показали линейные, но противо-
положно направленные зависимости массовой 
доли для обоих моносахаридов от показателя 
преломления меда (рис. 1, b). Причем уменьше-
нию содержания глюкозы в меде, кристаллизу-
ющейся, в отличие от фруктозы, с двумя моле-
кулами воды, отвечает снижение его влажности. 
Обратный эффект дают меды с более высоким 
содержанием фруктозы. С увеличением именно 
содержания фруктозы возрастает показатель 
преломления меда. Это позволило получить 
уравнения для оценки массовой доли (m, %) 
глюкозы и фруктозы в медах по их показателю 
преломления (nD) и рассчитать содержание мо-
носахаридов во всей совокупности исследуемых 
медов (рис. 2, а, см. табл. 1): 

 

mгл, (б/х, % масс.) = 1788,659 –1174,17*nD; 

mфр (% масс.) = –2316,11+ 1583,065*nD. 
 
Также удалось оценить их соотношение (mфр/mгл) 

в медах (рис. 2, b) и разделить весь ассортимент об-
разцов на две группы: I – с повышенным содержани-
ем глюкозы, и II – с повышенным содержанием фрук-
тозы, и рассчитать содержание моносахаридов во 
всей совокупности исследуемых медов (см. табл. 1, 
рис. 2, а): отношению mфр/mгл=1 соответствовало 
nD = (1,4888±0,0001), при mгл. = mфр. = (41,0±0,5)%. 

Исследованию медов методом ИКС НПВО 
предшествовал анализ глюкозы и фруктозы в кри-
сталлическом состоянии и в виде водных 40%-х 
растворов, полученных при комнатной температу-
ре. Концентрация 40% выбрана как усредненная и 
близкая к концентрации глюкозы и фруктозы в со-
ставе натуральных медов. Известно

5
 [21], что дан-

ные моносахариды кристаллизуются преимуще-
ственно в одной из циклических пиранозных форм, 
имеющих конформацию «кресла»: для глюкозы 
характерна α-глюкопиранозная, а для фруктозы – 
β-фруктопиранозная формы как энергетически 
наиболее устойчивые.  

 
Таблица 2. Результаты биохимического и рефрактометрического анализа выборки полифлерных  

и монофлерных медов 
 

Table 2. Results of biochemical and refractometric analysis of polyfloral  

and monofloral honeys 
 

Мед 
Глюкоза (б/х), 

% масс. 
nD 

Инвертируемые 
сахара, % масс. 

Фруктоза, 
% масс. 

Влажность, 
% масс. 

Степной 44,35 1,48545 79,94 35,59 20,40 
Гречишный 42,07 1,48776 80,90 38,83 19,47 
Каштановый 34,76 1,49350 83,24 48,48 17,20 
Акации бел. 31,24 1,49686 84,61 53,37 15,87 

   

5
Северин Е. С., Алейникова Т. Л., Осипов Е. В., Силаева С. А. Биологическая химия: учебник для студентов 

медицинских вузов. 3-е изд., испр. М.: ООО «Издательство “Медицинское информационное агентство”», 2017. 
496 с. 
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Рис. 2. Зависимость: а – содержания глюкозы и фруктозы;  
b – соотношения их массовых долей mфр/mгл  в моно- и полифлерных медах от показателя преломления 

 

Fig. 2. Dependences: a – glucose and fructose content;  
b – ratio of their mass fractions mFr/mGl in mono- and polyfloral honey on the refractive index 

 
Инфракрасный спектр основных структурных 

группировок углеводов расположен в области 
1500–750 см

-1
, где проявляются колебания С–О, 

С–О–С, С–С, С–ОН, СН2-связей. На рис. 3, а 
приведены фрагменты наиболее информативно-
го диапазона (1200–750 см

-1
) ИК-спектров кри-

сталлических препаратов α-глюкопиранозы и  
β-фруктопиранозы, говорящие о существенной 
разнице в положении практически всех регистри-
руемых полос в анализируемом частотном интер-
вале. В спектре кристаллической α-глюкопиранозы 
левая ветвь глобальной полосы с максимумом 
1009 см

-1
 (С–О) структурирована полосами 1020 

и 1046 см
-1

. В более высокочастотной области 
наблюдается серия дифференцированных полос 
в положении 1072, 1093, 1107, 1124, 1154 см

-1
.  

В области более низких частот – слабоин-
тенсивные полосы – 925, 915, 851, 770 см

-1
, из 

которых полоса 915 см
-1 

отвечает колебаниям 
С–С-связей α-формы пиранозного кольца глюкозы, 
а полосы 851 и 770 см

-1
, соответственно, их асим-

метричным и симметричным колебаниям. При рас-
творении кристаллическая α-глюкопираноза ча-
стично переходит в свой более устойчивый в рас-
творах таутомерный изомер β-глюкопиранозу. Их 
соотношение зависит от концентрации мономера, 
рН и температуры раствора. Для спектра раствора 
глюкозы (рис. 3, b) характерно сохранение макси-
мума 1009 см

-1
 глобальной полосы и появление 

мало интенсивного, но стабильного по положению 
дублета 915/898 см

-1
, в котором появление полосы 

898 см
-1
 обязано формированию в растворах ее  

β-пиразоной конформации. С левой стороны гло-
бального максимума число полос заметно сокра-
щается, но отмечено, что полосы 1072, 1020, 1009, 

915, 770 см
-1
,
 
присутствующие в спектре кристал-

лической глюкозы, сохраняют свое положение в 
спектре раствора, что указывает на устойчивость 
конформационных состояний α-глюкопиранозы. 
Следует отметить, что полоса 851 см

-1
 в спектре 

кристаллической глюкозы смещается в положение 
845 см

-1
 при ее растворении и наблюдается диф-

ференциация полосы 988 см
-1
 на правой ветви 

глобального максимума, обусловленные ее  
β-глюкопиранозной формой. 

Основу спектра кристаллической β-фрукто-
пиранозы (рис. 3, а) составляет широкая полоса с 
максимумом при 1048 см

-1
 (С-О-С) и дифференци-

рованными полосами 1093 и 1076 см
-1
 на ее левой 

ветви (см. рис. 3, а). В более высокочастотном 
диапазоне наблюдаются полосы  1176, 1146, 
1136 см

-1
. В низкочастотном диапазоне – интен-

сивная полоса 976 см
-1
 (С–О), слабые полосы 923, 

817, 782 и дублет 874/866 см
-1
. При растворении 

кристаллической фруктозы (см. рис. 3, b) спектр 
поглощения существенно меняется, оставляя 
неизменным лишь максимум 1048 см

-1
. В спектре 

40%-го раствора фруктозы выделяется тройная 
полоса 917/896/866 см

-1
, в составе которой полосы 

917 и 896 см
-1
, накладывающиеся на полосы глю-

козы 915 и 898 см
-1
, так же, как и у глюкозы, отве-

чают колебаниям ее α- и β-пиранозных колец, а 
полосы 866 и 777 см

-1
 – асимметричным и симмет-

ричным колебаниям их С–С-связей. Следует отме-
тить формирование в спектре растворенной фрук-
тозы характерного дублета средней интенсивности 
– 976/964 см

-1
, также стабильного по положению 

независимо от концентрации и температуры, кото-
рый может быть связан с колебаниями С–О связей 
ее α- и β-пиранознох структур соответственно.  

 



Нечипоренко А. П., Везо О. С., Нечипоренко У. Ю. и др. Оптические свойства медов: … 
Nechiporenko A. P., Vezo O. S., Nichiporenko U. Yu. et al. Optical properties of honey:… 

 

 

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour 
 

633 
 

 

1200 1100 1000 900 800

0,00

0,05

0,10

0,15

0,20

0,25

A
T

R
 U

n
it
s

Wavenumber, cm
-1

 1

 2

1048

9761076

782

923 817

10931146

1176

1136

874
866

770

851
915

1009

1046

1107
1093

1072

1154

1124

10201030

925

 

1200 1100 1000 900 800

0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

A
T

R
 U

n
it
s

Wavenumber, cm
-1

 1

 2

1009

988

1072

1100

1146
917

896
866 817

777

845
770

976 964

1048

1030

1020

1076

1100

1146

1183

1009

915 898

 
а b 

Рис. 3. Фрагменты ИК-спектров моносахаридов в области 1200–750 см-1: 
a – кристаллических; b – 40%-х растворов (20–22 ºС); 1 – α-глюкозы, 2 – β-фруктозы 

 

Fig. 3. Fragments of monosaccharides IR-spectra in the region of 1200–750 cm-1: 
a – crystalline; b – 40% solutions (20–22 ºC); 1 – α-glucose, 2 – β-fructose 

 

Исследование образцов меда методом ИКС 
НПВО показало существенный разброс оптиче-
ских характеристик как для полифлерных медов, 
так и в пределах одного ботанического вида 
(гречишные, липовые, каштановые, акациевые, 
донниковые и др.). На примере серии образцов 
монофлерных гречишных и полифлерных медов 
разного географического происхождения на 
рис. 4 представлены типичные для медов фраг-
менты спектров в области 1175–750 см

-1
 и отме-

ченный разброс по структуре и форме как гло-
бальной углеводной полосы (1175– 950 см

-1
), так 

и серии полос низкой интенсивности в области 
950–750 см

-1
. Уже первые ИК-спектры медов, 

независимо от вида, типа и агрегатного состоя-
ния, позволили отметить, что общий вид гло-
бальных полос (1175–950 см

-1
) в спектрах рас-

сматриваемых медов очень близок по форме к 
данной полосе в спектрах 40%-х растворов мо-
носахаридов (см. рис. 2, b).  
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Рис. 4. Фрагменты (1175–750 см-1) ИК-спектров моно- и полифлерных медов: 
a – гречишных; b – полифлерных: 1 – горный, 2 – разнотравье (Псков), 3 – лесной, 

4 – майский, 5 – степной, 6 – диких пчел, 7 – цветочный-1, 8-цветочный-2, 9 – луговой 
 

Fig. 4. Fragments (1175–750 cm-1) of mono- and polyfloral honey IR-spectra: 
a – buckwheat; b – polyfloral: 1 – mountain, 2 – grass (Pskov), 3 – wood, 
4 – may, 5 – steppe, 6 – wild bees, 7 – flower-1, 8 – flower-2, 9 – meadow 
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Однако по положению основного максимума 
и структуре обеих ветвей этой полосы спектры 
медов существенно отличаются, что особенно 
заметно по спектрам монофлерных гречишных 
медов. Высокая интенсивность максимума 
1009 см

-1
 для первых двух образцов гречишного 

меда (рис. 4, а) указывает на преобладающее 
содержание в них глюкозы. Напротив, в спектрах 
образцов 3–5 данная полоса падает по интен-
сивности, но при этом растет интенсивность по-
лосы 1048 см

-1
 на левой ветви, что подтверждает 

фактическое преобладание фруктозы. Причем с 
увеличением содержания глюкозы имеет место 
ее смещение в низкочастотную область из поло-
жения 1050 в положение 1045 см

-1
. Остальные 

полосы с «плавающими» максимумами на левой 
ветви глобальной полосы являются общими для 
спектров всех гречишных медов;  

В спектре образца 7 (cм. рис. 4, b) полоса 
1028–1020 см

-1
 характерна для жидких медов с 

повышенным содержанием глюкозы, индивиду-
альная полоса которой 1009 см

-1
 входит в ее со-

став, проявляясь выпуклостью правого плеча в 
этой области; наличие данной полосы в спектре 
закристаллизованного образца 9 говорит о зна-
чительном содержании глюкозы в его составе. В 
спектрах остальных образцов с повышением со-
держания фруктозы так же, как и в спектрах ана-
логичных образцов гречишного меда, снижается 
поглощение в области 1009 см

-1
 и растет погло-

щение в области 1050–1045 см
-1

 со смещением 
максимума полосы в более высокочастотную 
часть спектра. Особо следует отметить, что дуб-
лет полос, стабильный по своему положению на 
шкале волновых чисел в спектре раствора фрук-
тозы 976/964 см

-1
 (см. рис. 2, b), в спектрах всех 

медов неизменно регистрируется в виде прояв-
ленных плечей разной интенсивности на правой 
ветви глобального максимума всех видов меда. 

В области 950–600 см
-1
 наблюдается значи-

тельно меньше неоднородности в положении по-
лос, что более наглядно отражают увеличенные 
фрагменты спектров (рис. 5). В представленных 
спектрах медов в данной области присутствуют по 
3 дублета полос (917-915/898-896, 866/851, 
777/770 см

-1
) и одна стабильная узкая одиночная и 

симметричная полоса 817 см
-1
 фруктозы, отсут-

ствующая в спектре глюкозы (см. рис. 2). Однако в 
отличие от первого дублета (917-915/898-896 см

-1
), 

отражающего суммарные колебания колец α- и  
β-пиранозных форм глюкозы и фруктозы, дублеты 
(866/851 см

-1
) и  (777/770 см

-1
), с варьируемой ин-

тенсивностью полос в их составе, характеризуют 
колебания их α-пиранозных форм и говорят о том, 
что в зависимости от соотношения фруктозы и 
глюкозы в меде меняется соотношение их  
α-пиранозных форм: α-глюкопиранозы – 851 и 
770 см

-1
, и α-фруктопиранозы – 866 и 777 см

-1
. 

Данное наблюдение и результаты рефракто-
метрических исследований явились основанием 

для разбивки ИК-спектров всей совокупности ис-
следуемых медов на группы в зависимости от пре-
обладания в них глюкозы или фруктозы. При этом 
ориентиром служил характер максимума 1009 см

-1
, 

интенсивность которого, в сопоставлении с интен-
сивностью полосы 1048 см

-1
, указывает на преоб-

ладание в меде глюкозы или фруктозы. Результа-
ты такой разбивки на примере полифлерных ме-
дов представлены на рис. 6. Общий характер спек-
тров медов, в которых преобладает глюкоза (груп-
па I, рис. 6, а), практически не отличается от спек-
тров, приведенных на рис. 5: одинаковый контур 
полос и положение в спектрах обоих наборов ме-
дов (см. рис. 4), а также совпадение их положения 
с положением в спектрах растворов моносахари-
дов (см. рис. 2, b). Для большей наглядности в со-
став данной группы включен спектр меда разно-
травья (кр. 5) из группы II, чтобы проиллюстриро-
вать наличие переходной группы медов III. Это 
лучше всего видно по изменению формы 
(777/770 см

-1
): с увеличением в образце содержа-

ния глюкозы меняется форма дублета и растет 
интенсивность полосы 770 см

-1
. 

Для медов с повышенным содержанием 
фруктозы (рис. 6, b) характер спектров изменил-
ся существенно. В них сохранился только дублет 
917–915/898–986 см

-1
, но уменьшилась его об-

щая интенсивность и соотношение интенсивно-
стей полос в нем. Из дублетов исчезли полосы 
851

 
и 770 см

-1
 α-пиранозной формы глюкозы. 

Аналогичное явление отмечено при анализе 
спектров всей выборки полифлерных и моно-
флерных медов разного ботанического вида, и 
это несмотря на содержание глюкозы в медах, в 
любом случае, не менее 30%(!). 

Наличие полосы 851 см
-1

 в спектрах медов 
группы I (характерной для кристаллической глю-
козы и отсутствующей в спектре ее раствора), 
можно объяснить агрегатным состоянием меда, 
а именно его жидкокристаллической формой. 
Любой мед рано или поздно кристаллизуется, а 
жидкокристаллическую форму создают пчелы и 
время путем сложного комплекса ферментатив-
ных процессов жидкого нектара, представляю-
щего собой водный раствор сахаров, собранный 
с цветов растений, и процессы, сопровождаю-
щие его созревание в сотах. Присутствие  
β-пиранозной формы глюкозы в рассматривае-
мой группе медов по наличию небольшой поло-
сы при 845 см

-1
 наблюдалось только в спектре 

образца 5 (цветочный мед, см. рис. 6, b).  
Исследования в области 1500–1175 см

-1
 – 

области колебаний ОН, СН2-группировок, также 
указывают на возможность идентифицировать 
образцы медов по принадлежности к группе I 
(рис. 7, b), переходной III (рис. 7, c) и к группе II 
(рис. 7, а), а также проследить формирование в 
этой области шкалы волновых чисел полосы, 
обусловленной β-пиранозной формой глюкозы. 
Это удобно рассматривать несколько в иной по-
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следовательности. На рис. 7, а, где представле-
ны фрагменты ИК-спектров полифлерных медов 
группы II, из спектров первых четырех образцов 
меда видно, что в сложной по структуре полосе 
1372–1344 см

-1
 максимум при 1344 см

-1
 принад-

лежит α-фруктопиранозе. Появление полосы с 
максимумом при 1360 см

-1
 в спектре образца 5 

указывает на присутствие в нем β-пиранозной 
формы глюкозы, которая в незначительных ко-

личествах присутствует и в составе других об-
разцов, в спектрах которых также намечается 
полоса 1372 см

-1
, принадлежащая α-пиранозной 

форме глюкозы. Полосой в области 1198 см
-1

  
β-глюкопираноза проявляет себя колебаниями 
СН2-групп спиртовой группировки СН2ОН. В 
спектрах остальных образцов мы видим полосы, 
обусловленные колебаниями тех же групп, но 
пиранозных форм фруктозы (1190–1183 cм

-1
).  
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Рис. 5. Фрагменты (950–750 см-1) ИК-спектров медов: а – монофлерных гречишных; 

b – полифлерных: 1 – горный, 2 – разнотравье (Псков), 3 – лесной, 4 – майский, 5 – степной, 
6 – диких пчел, 7 – цветочный-1, 8 – цветочный-2, 9 – луговой 

 

Fig. 5. Fragments (950–750 cm-1) of honey IR-spectra: a – monofloral buckwheat; 
b – polyfloral: 1 – mountain, 2 – grass (Pskov), 3 – wood, 4 – may, 5 – steppe, 

6 – wild bees, 7 – flower-1, 8 – flower-3, 9 – meadow 
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Рис. 6. Фрагменты (950–750 см-1) ИК-спектров полифлерных медов: 
a – группа I: 1 – лесной, 2 – степной, 3 – цветочный-2, 4 – луговой, 5 – разнотравье; 

b – группа II: 1 – горный, 2 – разнотравье, 3 – майский, 4 – диких пчел, 5 – цветочный-1 
 

Fig. 6. Fragments (950–750 cm-1) of polyfloral honey IR-spectra : 
a – group I: 1 – forest, 2 – steppe, 3 – flower-2, 4 – meadow, 5 – herbs; 

b – group II: 1 – mountain, 2 – herbs, 3 – may, 4 – wild bees, 5 – flower-1 
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Рис. 7. Фрагменты (1500–1175 см-1) ИК-спектров медов: полифлерных: 
a – группа II: 1 – горный, 2 – разнотравье, 3 – майский, 4 – диких пчел, 5 – цветочный-1; 

b – группа I: 1 – лесной, 2 – степной, 3 – цветочный-2, 4 – луговой, 5 – майский; c – гречишных 
 

Fig. 7.  Fragments (1500–1175 cm-1) of polyfloral honey IR-spectra: 
a – group I: 1 – forest, 2 – steppe, 3 – flower-2, 4 – meadow, 5 – may; 

b – group II: 1 – mountain, 2 – herbs, 3 – may, 4 – wild bees, 5 – flower-1; c – buckwheat 

 
Для наглядности в группу I полифлерных ме-

дов включен майский мед (гр. II, кр. 5, рис. 7, b), в 
спектре которого полоса с максимумом 1344 см

-1
 

α-пиранозной формы фруктозы наглядно проти-
вопоставляет изменение ее характера с увели-
чением в образце содержания обеих пиранозных 
форм глюкозы. Изменения сопровождаются 
структуризацией ее правой ветви и ростом ин-
тенсивности дифференцирующихся полос 1372, 
1360 и 1335 см

-1
 с появлением отрицательного 

экстремума при 1344 см
-1

 в спектре образца 4. 
Аналогичные изменения претерпевают рассмот-
ренные полосы в спектрах гречишных медов с 
варьированием в них соотношения моносахари-
дов. С увеличением содержания глюкозы замет-

но изменяется и структура полосы 1257 см
-1

  
в спектре майского меда, формируя в ее соста-
ве новую тройную полосу с максимумом  
при 1248 см

-1
 (рис. 7, b, c). Кроме того, в спек-

трах этих образцов присутствует небольшой  
пик 1208 см

-1
, обусловленный колебаниями 

СН2-групп α-пиранозной формой глюкозы. 
Исследование ряда медов в жидком виде и 

после кристаллизации показало закономерное и 
логичное изменение их оптических характери-
стик. Рис. 8 иллюстрирует изменение в структуре 
глобальной углеводной полосы в спектрах степ-
ного, цветочного и акациевого медов в результа-
те процесса кристаллизации.  
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Рис. 8. Фрагменты (1175–950 см-1) ИК-спектров жидких (1) и закристаллизованных 
медов (2): а – степного; b –цветочного-2; c – акации белой 

 

Fig. 8. Fragments (1175–950 cm-1) of liquid (1) and crystallized (2) honey IR-spectra: 
: a – steppe; b – flower-2; c – white acacia 
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Наиболее существенные изменения для 
степного и цветочного медов (группа I) – диф-
ференциация максимума глюкозы 1009 см

-1
 из 

глобальной полосы, в составе которой он про-
является небольшой выпуклостью верхней ча-
сти ее правой ветви в спектрах медов в жидком 
состоянии, а также общее снижение интенсив-
ности полосы. Для меда акации белой, напро-
тив, наряду со снижением интенсивности поло-
сы 1028–1020 см

-1
 наблюдается увеличение 

полосы фруктозы 1048 см
-1

. Во всех случаях на 
ее правой ветви остаются в разной степени прояв-
ленными полосы фруктозы – 976 и 964 см

-1
, а по-

лоса β-пиранозной формы глюкозы 988 см
-1

 из 
спектра уходит.  

На рис. 9 представлены увеличенные фраг-
менты ИК-спектров в низкочастотной области 
(950–750 см

-1
) жидких и закристаллизованных 

медов. Их анализ также показывает, что слабые 
полосы β-глюкопиранозы при 845 см

-1 
в спек-

трах жидких степного и цветочного медов при 
кристаллизации трансформируются в полосу 
851 см

-1
, характерную для α-глюкопиранозы, и 

снижается интенсивность полосы в области 
898 см

-1
. При этом резко возрастает интенсив-

ность и остальных полос, представляющих  
α-пиранозную форму глюкозы в данном диапазоне 
электромагнитного спектра – 915 и 770 см

-1
. В 

спектре меда акации белой при кристаллизации 
растет интенсивность всех полос, также обу-
словленных поглощением α-пиранозной фор-
мой фруктозы (917, 866, 817, 777 см

-1
), за ис-

ключением полосы в области 896 см
-1

, где по-
глощают β-пиранозные формы фруктозы и глюкозы. 

Спектры рассматриваемых образцов в обла-
сти 1500–1175 см

-1
, приведенные на рис. 10, 

также достаточно наглядно иллюстрируют изме-

нение оптических свойств медов при кристалли-
зации в зависимости от уменьшения содержания 
в образцах глюкозы. Во-первых, изменяется 
наклон полосы 1372–1344 см

-1
 со смещением мак-

симума 1372 см
-1
 в положение 1344 см

-1
, во-

вторых, исчезает полоса 1208 см
-1
 и характерным 

образом трансформируется полоса 1257 см
-1
. В 

спектре закристаллизованного меда акации бе-
лой она совпадает и имеет форму, типичную для 
жидких медов.  

Поскольку в медах оба моносахарида при-
сутствуют в молекулярном виде, представилось 
логичным сопоставить спектр меда со спектром 
инвертированного сахара. На рис. 11 приведены 
фрагменты спектров закристаллизованного меда 
разнотравья третьей качки (cм. табл. 1, образец 
№ 35) с пасеки И. Е. Кончакова (Оренбургская 
обл., с. Покровка, 2021 г., порода пчел Карника) 
и инвертированного сахара Cremesuc (Бельгия). 
Оба образца были близки по консистенции – 
кремообразные. Анализ их спектров, приведен-
ных на рис. 11, а, показал наличие общих полос 
и индивидуальных полос, принадлежащих глю-
козе (1028, 1009 см

-1
) и фруктозе (1050, 976, 

964 см
-1

). Все полосы близки по положению, но 
имеют разную степень проявленности. Спектр 
меда расположен несколько выше, что указыва-
ет на более высокое содержание в нем суммар-
ных сахаров и более низкую влажность.  

Различие образцов в форменном составе 
моносахаридов в определенной мере показали 
фрагменты спектров на рис. 11, b. В спектрах и 
меда, и инвертсахара доминирует набор полос, 
обусловленных α-пиранозной формой фруктозы 
(866, 777 см

-1
). Однако в спектре инвертсахара 

слабо проявлены две полосы (851, 770 см
-1

)  
α-пиранозной формы глюкозы. О ее присутствии  
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Рис. 9. Фрагменты (950–750 см-1) ИК-спектров жидких (1) и закристаллизованных 
медов (2): а – степного; b – цветочного (Новгород); c – акации белой 

 

Fig. 9. Fragments (950–750 cm-1) of liquid (1) and crystallized (2) honey IR-spectra: 
a – steppe; b – flower (Novgorod); c – white acacia 
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Рис. 10. Фрагменты (1500–1175 см-1) ИК-спектров жидких (1) и закристаллизованных 
медов (2): а – степного; b – цветочного-2; c – акации белой 

 

Fig. 10. Fragments (1500–1175 cm-1) of liquid (1) and crystallized (2) honey IR spectra: 
a – steppe; b – flower-2; c – white acacia 
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Рис. 11. Фрагменты ИК-спектров: а – 1175–950; b – 950–750; c – 1500–1170 см-1 
инвертированного сахара (1) и меда разнотравья (2) 

 

Fig. 11. Fragments of IR spectra: a – 1175-950; b – 950-750; c – 1500–1170 cm-1 
of inverted sugar (1) and various herbs honey (2) 

 
говорит и положение более интенсивного макси-
мума 915 см

-1
 в дублете 915/898 см

-1
. Не менее 

интересна информация, предоставленная коле-
баниями ОН- и СН2-групп обоих сравниваемых 
образцов (рис. 11, с). Структурированная полоса 
в спектре инвертсахара с близкими по интенсив-
ности максимумами 1372 и 1344 см

-1
 указывает 

на равное содержание фруктозы и глюкозы, а 
слабая полоса при 1360 см

-1
 говорит о присут-

ствии в нем β-глюкопиранозы. Спектр меда в 
этом диапазоне определен полосой 1344 см

-1
  

α-фруктопиранозы, полоса 1372 см
-1

 α-пираноз-
ной формы глюкозы в нем только слабо обозна-
чена. В спектрах обоих образцов выражена  
полоса 1183 см

-1
, обусловленная колебаними 

СН2-групп фруктозы, но в спектре инвертсахара 
присутствует очень слабая полоса 1208 см

-1
, 

принадлежащая СН2-группам α-пиранозной 
формы глюкозы. 

Полученные данные позволяют отметить, что 
спектрально во всех диапазонах глюкоза начи-
нает проявляться только при содержании, близ-
ком к содержанию фруктозы – инвертированный 
сахар с равным содержанием моносахаридов и 
третья, переходная группа медов. Преобладание 
же в медах α-пиранозных форм обоих моносаха-
ридов, возможно, обусловлено тем, что α-пира-
нозная форма глюкозы характеризует ее кри-
сталлическую структуру, а α-пиранозная форма 
фруктозы – наиболее устойчивую форму в рас-
творе. Их совместное присутствие, с одной сто-
роны, структурирует и поддерживает жидкокри-
сталлическое состояние меда, с другой – соот-
ношение α-пиранозных форм моносахаридов 
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обусловливает скорость кристаллизации меда и 
его гигроскопичность.  

 
ВЫВОДЫ 
Исследование методами ИКС НПВО, ре-

фрактометрии и биохимического анализа вы-
борки полифлерных и монофлерных медов 
разного ботанического вида и районирования 
позволило подразделить их на три группы в за-
висимости от соотношения двух основных мо-
носахаридов – глюкозы и фруктозы. Показано, 
что в медах с преобладанием фруктозы (гр. II) в 
области 950–750 см

-1
 присутствуют одиночные 

полосы 866 и 777 см
-1

, обусловленные колеба-
ниями пиранозного кольца ее α-формы, устой-
чивой в растворах. В спектрах медов, в которых 
преобладает глюкоза (гр. I), формируются по-
лосы 851 и 770 см

-1
, характерные для ее кри-

сталличской α-пиранозной формы и образую-
щие дублеты с полосами 866 и 777 см

-1
 фрукто-

зы. В спектрах переходной группы медов III ин-
тенсивность полос в дублетах меняется в зави-
симости от количественного соотношения мо-
носахаридов. Аналогичные изменения наблю-
дались и в области поглощения ОН- и СН2-групп 
пиранозных форм моносахаридов при переходе 
от одной группы медов к другой. 

Отмечено, что присутствие и преобладание 
обоих моносахаридов в α-пиранозных формах и 
их соотношение обусловливает не только 
устойчивость жидкокристаллической структуры 
медов, скорость их кристаллизации, оптические, 
биохимические, пищевые свойства, но и важно 
для приоритетного использования в медицин-
ской и фармакопейной практике, диетологии, 
косметологии. 
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Аннотация. Ограничение использования растительных белков в пищевых целях обусловлено их 
низкой биодоступностью и плохой перевариваемостью ферментами желудочно-кишечного трак-
та. Для повышения пищевых качеств белков семян используют метод их модификации, суть ко-
торого заключается в частичном воспроизведении ферментативных процессов ограниченного 
протеолиза, протекающих при прорастании семян. Целью исследования явилось изучение возмож-
ности сокращения продолжительности процессов прорастания семян в технологических целях за 
счет оптимизации условий и параметров ограниченного протеолиза. При этом подбор фермен-
тов (в дополнение к естественным ферментам, содержащимся в семени) и условий протеолиза (в 
данном случае температуры), а также добавление веществ – активаторов гидролиза, осуществ-
лялся таким образом, чтобы наиболее эффективным способом обеспечить качество конечного 
продукта. Рассмотрено влияние цистеина на формирование доменных структур белков (фермен-
тов и глобулинов). С помощью предложенных выражений можно определить те части молекул 
белков, которые образуют устойчивые домены и находятся в неупорядоченном состоянии, под-
вергаясь воздействию ферментов. На основании исследования физического механизма воздей-
ствия папаиноподобных протеолитических ферментов на легумин гороха LegA (3KSC, CAA10722) 
определены оптимальные условия ограниченного протеолиза и показано, что продолжительность 
распада вторичных структур белка фактически в 6–8 раз больше, так как водородные связи, воз-
никающие при формировании вторичных структур, ограничивают доступ фермента к соответ-
ствующим аминокислотным остаткам. Также показано, что разрушение водородных связей, 
например, путем предварительной тепловой обработки белка, позволит расширить область 
ограниченного протеолиза. 
 

Ключевые слова: цистеин, папаин, легумин гороха, домены, неупорядоченные области, темпе-
ратура денатурации, ограниченный протеолиз 
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Abstract. The limited use of plant proteins for food is explained by their low bioavailability and poor digesti-
bility by enzymes of the gastrointestinal tract. Partially reproduced enzymatic processes of limited proteolysis 
that occur during seed germination are used to modify and improve the edibility characteristics of seed pro-
teins. The present work discusses the possibility of reducing the duration of seed germination processes by 
optimising the conditions and parameters of limited proteolysis. To optimise manufacturing high-quality final 
product, enzymes (additional to the natural enzymes in the seed) and proteolysis conditions (in this case, 
temperature), as well as added substances (hydrolysis activators), were selected. The influence of cysteine 
on the formation of domain structures of proteins (enzymes and globulins) was evaluated. The proposed ex-
pressions can be used to determine those fragments of protein molecules that form stable domains and be-
come unstructured when exposed to enzymes. Optimal conditions for limited proteolysis were identified 
based on the physical mechanism of action of papain-like proteolytic enzymes on pea legumin LegA (3KSC, 
CAA10722). It is shown that the decomposition of protein secondary structures takes 6–8 times longer, since 
the formed hydrogen bonds limit the access of enzymes to the corresponding amino-acid residues. It is also 
demonstrated that the decomposition of hydrogen bonds, e.g. by preliminary heat treatment of proteins, will 
broaden the prospects for limited proteolysis. 
 

Keywords: cysteine, papain, pea legumin, domains, unstructured region, denaturation temperature, limited 
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ОБОЗНАЧЕНИЯ 
N – число аминокислотных остатков; 
Nc – критическая степень полимеризации; 
Tdn – температура денатурации; 
Tdn,∞ – температура денатурации при молекуляр-
ной массе, стремящейся к бесконечности; 
Tdn,i – парциальная температура денатурации; 
Tdes,i – парциальная температура деструкции; 
<Tdn> – среднее значение температуры денату-
рации; 
Vp – объем пептида; 
Rp – радиус пептида; 
Rmv – радиус микроворсинки. 

 
ВВЕДЕНИЕ 
Использование растительных белков для 

пищевых целей сопряжено с некоторыми про-
блемами. Так, легумины (11S фракция запасных 
белков семян зернобобовых и масличных куль-
тур) имеют высокую биологическую ценность, но 
из-за специфического строения, обусловленного 
компактной жесткой структурой молекул и их 

низкой поверхностной гидрофобностью, не пол-
ностью перевариваются ферментами желудоч-
но-кишечного тракта. 

Для повышения пищевых качеств белков се-
мян используют метод их модификации, суть 
которого сводится к частичному воспроизведе-
нию ферментативных процессов ограниченного 
протеолиза, протекающих при прорастании се-
мян [1–4] – модификация in vivo. В природе вре-
мя прорастания семян, например, гороха, со-
ставляет от 6 до 15 суток при температуре почвы 
от 6 до 12 ºС. Распад запасного белка гороха ле-
гумина под действием эндогенных протеиназ 
начинается на третий день прорастания семян, а 
на шестой день образуются промежуточные фраг-
менты белка с молекулярной массой 18–20 кДа, то 
есть происходит химическое разделение его мо-
лекулы на отдельные домены. Основными фер-
ментами эндогенного происхождения, действующи-
ми на легумин гороха во время прорастания семян, 
являются легумаин и цистеиновая протеиназа.  

Для развития зародыша растения кроме гид-
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ролизованного белка необходимы еще и глико-
зилированные белки, в синтезе которых актив-
ное участие принимают эндогенные ферменты 
(легумаин и цистеиновая протеиназа). В резуль-
тате гликозилирования происходит разделение 
доменов 11S белка, и пространство вокруг них 
освобождается для протеолиза. 

Процесс прорастания можно ускорить путем 
предварительного прогревания семян в течение 
5 ч при температуре до 50 ºС, а также путем их 
замачивания на 2–3 ч с последующим проращи-
ванием в течение 2–3 дней во влажной ткани в 
теплом месте. 

При использовании процессов прорастания 
семян в технологических целях задача заключа-
ется в том, чтобы свести продолжительность 
ограниченного протеолиза к минимуму. При этом 
подбор ферментов (в дополнение к естествен-
ным ферментам, содержащимся в семени) и 
условий протеолиза (в данном случае темпера-
туры протеолиза) осуществляется таким обра-
зом, чтобы наиболее эффективным способом 
обеспечить качество конечного продукта. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
В работе на примере протеолитического 

фермента папаина КФ 3.4.22.2 показано, как 
можно интенсифицировать процесс прорастания 
семян в технологических целях в условиях огра-
ниченного протеолиза белка гороха – легумина. 
Выбор папаина обусловлен тем, что эндогенные 
протеазы по своему строению и действию на бе-
лок очень похожи на папаин, поэтому их назы-
вают папаиноподобными протеиназами. 

Решить сформулированную задачу можно 
двумя способами: эмпирическим путем – за счет 
подбора необходимых компонентов и оптимиза-
ции условий протеолиза, либо на основании ис-
следований физического механизма воздействия 
фермента и химического строения субстрата 
определить оптимальные пути решения задачи 
ограниченного протеолиза. В представленной 
работе рассмотрен второй путь. 

Содержание легумина (11S запасной глобу-
лин), выделенного из различных сортов гороха 
(Pisum sativum), по данным скоростной седимен-
тации, составило не менее 95%. На основании 
данных малоуглового рассеяния рентгеновских 
лучей молекулярная масса легумина гороха при-
нята 360 кДа [5]. Аминокислотный состав папаи-
на и легумина гороха определен на аминокис-
лотном анализаторе LC-5000 (Biotronik Se & Ko. 
KG, Германия) по методике, представленной в 
работе [5]. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
О формировании доменных структур в бел-

ках. Согласно экспериментальным данным, ре-
альные молекулы белков, в том числе белки 

зерновых и зернобобовых культур, имеют число 
аминокислотных остатков (а.к.о.) N менее Nc 
(критической степени полимеризации, при кото-
рой температура денатурации Tdn не зависит от 
N), то есть на самом деле их Tdn должна зави-
сеть от N. Но даже если учесть влияние N на Tdn, 
то полученные расчетные значения будут отли-
чаться от экспериментальных (Tdn)exp и их может 
оказаться несколько. Кроме того, (Tdn)exp разных 
белков слабо отличаются друг от друга и могут 
перекрываться значениями Tdn других белков 
(табл. 1). Так, согласно результатам исследования, 
приведенным в работе [6], если разница темпера-
тур денатурации (Tdn) белков зерна и белков семе-
ни составляет 220–164 = 56 

о
С при N > Nc, то у 

реальных белков, например, люпина и лизоцима, 
это значение будет 93–73 = 20 

о
С. 

Причина реализации более низкой темпера-
туры денатурации в легумине гороха и папаине – 
это образование доменов. Существует опреде-
ленная группа аминокислотных остатков белков 
(табл. 2), у которых парциальная температура 
денатурации, Tdn,i, выше парциальной темпера-
туры деструкции, Tdes,i. Для того чтобы структуры 
таких белков были устойчивы, они должны иметь 
определенное пространственное строение [9]. 

Таким образом, из 9 протеиногенных амино-
кислот, у которых Tdes,i < Tdn,i, только две попа-
дают в реальный диапазон изменения Tdn белков 
– метионин и цистеин. Но если метионин как-то 
укладывается в этот диапазон температур, то 
белки, содержащие большое количество цистеи-
на, должны быть явно неустойчивыми в области 
температур выше 322 К (49 

о
С) – парциальной 

температуры деструкции цистеина (см. табл. 2). 
При этом следует отметить, что на данный факт 
(использование температуры деструкции цисте-
ина при ускорении прорастания семян гороха) 
давно обратили внимание практики. 

В результате ограниченного протеолиза про-
исходит образование плотных глобул-доменов и 
рыхлых областей между ними, которые можно 
рассматривать как опушки этих глобул. При этом 
активные центры ферментов должны находиться 
в опушках, и воздействовать ферменты будут  
на опушки субстрата. Так как опушка субстрата 
более рыхлая, то в первую очередь действию 
фермента подвергаются входящие в нее наибо-
лее доступные для фермента пептидные связи. 
Обычно время завершения ограниченного про-
теолиза (оптимальная продолжительность гид-
ролиза), по данным измерения оптической плот-
ности, составляет от 60 до 90 мин [10]. На про-
должительность протеолиза влияет внесение 
добавок – биологически активных органических 
молекул, таких как гуминовые вещества, алкил-
гидроксибензолы (АГБ) и др. [11, 12]. Так, моди-
фикация ряда гидролаз с помощью АГБ приводит к 
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Таблица 1. Температура денатурации (Tdn) некоторых белков 
 

Table 1. Denaturation temperature (Tdn) of certain proteins 
 

Белок 
Температура  
денатурации,  

Tdn, 
оС 

Критическая степень 
полимеризации, Nc 

Число  
аминокислотных 

остатков, N 

Относительное  
содержание  

цистеина, Сys 

Лизоцим 73 359 129 8/129 = 0,062 
Папаин [7, 8] 83 359 212 7/212 = 0,033 
Люпин (7S) 93 348 470 9/470 = 0,019 
Легумин гороха (11S) 85 359 338 2/294 = 0,007 

 
Таблица 2. Парциальные температуры (Tdn,i, Tdes,i) 
протеиногенных аминокислот, имеющих Tdes,i < Tdn,i  
 

Table 2. Partial temperatures (Tdn,i, Tdes,i)  
of amino acids of proteins having Tdes,i < Tdn,i 
 

Аминокислота 

Парциальная 
температура 
денатурации  
Tdn,i , K (оС) 

Парциальная 
температура 
деструкции  
Tdes,i , K (оС) 

Глицин 898 (625) 531 (258) 
Аланин 1141 (868) 533 (260) 
Серин 667 (394) 489 (216) 
Метионин 527 (254) 367 (94) 
Аспарагин 521 (248) 478 (205) 
Цистеин 1147 (874) 322 (49) 
Аспарагиновая 
кислота 

814 (541) 454 (181) 

Глутаминовая 
кислота 

529 (256) 474 (201) 

Гистидин 670 (397) 469 (196) 

 
многократному увеличению их активности, изме-
нению субстратной специфичности, расширению 
температурного и рН-оптимумов гидролиза. 

Доменная структура папаина. Папаин явля-
ется одним из протеолитических ферментов, ко-
торый преимущественно расщепляет пептидные 
связи, образованные глицином – Гли (G), лейци-
ном – Лей (L), аргинином – Арг (R), и лизином – 
Лиз (K) [13, 14]. Папаин относительно устойчив в 
нейтральной и слабощелочной среде (диапазон 
pH – 3-12, оптимум pH – 5-8), но быстро и необ-
ратимо теряет активность в области кислых зна-
чений рН; температурный оптимум составляет 
65 °C [15]. Длина молекулы папаина – 212 а.к.о., 
масса – 23,406 кДа. Рассмотрим доменную 
структуру папаина. 

На рис. 1 представлена аминокислотная по-
следовательность молекулы папаина. Активные 
центры – Cys-25 и His-159, находятся на поверх-
ности глобулы, остальные активные центры – в 
опушках глобул: на N-конце – изолейцин, на  
С-конце – аспарагин. Количество а.к.о. цистеина 
в молекуле папаина шесть (на рис. 1 показаны 
малиновым цветом): N1 = 21; N2 = 30; N3 = 31;  
N4 = 57; N5 = 46; N6 = 12. Участками между ци-
стеинами, содержащими менее 10 а.к.о., можно 
пренебречь, полагая, что они не могут образо-
вывать домены. 

Оценим температуру денатурации доменов 
(Tdn)i, воспользовавшись для Tdn выражением из 
работы [7]: 

(Tdn)i =Tdn,∞ - α×Nc /Ni , 

где Tdn,∞ = 167 ºС (рассчитана для папаина на 
основании подходов авторов работы [6]).  

 

 
 

Рис. 1. Последовательность аминокислотных остатков 
папаина 
 

Fig. 1. Sequence of papain amino acid residues 

 
Так как, согласно [6], у белков 340 ≤ Nc ≤ 375, 

то при дальнейших оценках будем использовать 
<Nc> = 359, как у легумина гороха. Величину α 
найдем из условия, что Tdn = 83 ºС [16] соответ-
ствует N4 = 57. Тогда α = 13,34 при Nc = 359, а 
α·Nc = 4789,06. 

По аналогии оценим температуру денатура-
ции для остальных доменов (Tdn)i, которая соот-
ветствует температуре оптимальной активности 
фермента [14, 15]: (Tdn)1 = -61 ºС, (Tdn)2 = 7,35 ºС, 
(Tdn)3 = 12,5 ºС, (Tdn)4 = 83 ºС, (Tdn)5 = 63 ºС,  
(Tdn)6 = -232 ºС. Отрицательные значения (Tdn)i сви-
детельствуют о том, что при Ni < 30 образование до-
менов, скорее всего, невозможно. Доля неупорядо-
ченной части составляет (N1 + N6) / N = 0,15 (при 
а.к.о. папаина N = 212). 

Домены с (Tdn)2 = 7,35 ºС, (Tdn)3 = 12,5 ºС не 
исследовались в папаине, хотя калориметриче-
ские измерения в этой области температур могут 
подтвердить их существование или при их отсут-
ствии позволят наложить дополнительные огра-
ничения на число а.к.о., способных образовать 
домены. Обычно исследования папаина прово-
дят при температурах T ≥ 20 ºС, где эти домены 
денатурируют и находятся в неупорядоченном 
состоянии. Тем не менее эта область темпера-
тур может представлять интерес, так как в ре-
альных условиях прорастание семян (например, 
гороха) происходит при температурах от 2 до 
3 ºС, и папаиноподобные эндопротеазы начина-
ют проявлять активность уже в этой области. 
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Таким образом, в области реально исследуемых 
температур молекула папаина состоит из двух до-
менов с температурами денатурации (Tdn)4 = 83 ºС, 
(Tdn)5 = 63 ºС. 

Потеря активности папаина начинается с 
55 ºС [17]. Максимальная температура, при кото-
рой сохраняется нативная структура фермента и 
его активность, называется оптимальной темпе-
ратурой. Термическая стабильность фермента-
тивной активности папаина при 55 ºС (pH=4,0) 
обеспечивается в течение 6 мин. Скорость фер-
ментативной реакции увеличивается примерно в 
два раза с повышением температуры на 10 ºС. 
При дальнейшем росте температуры происходит 
постепенное разрушение фермента, которое 
приводит к тому, что скорость химического про-
цесса, катализируемого ферментом, замедляет-
ся и, наконец, прекращается. 

Таким образом, если мы хотим повысить ско-
рость ферментативной реакции, необходимо 
проводить ее при высоких температурах. В слу-
чае папаина это 50 ºС. Если мы хотим повысить 
скорость ферментативной реакции в нативной 
структуре гороха, эта температура должна быть 
не более 40 ºС. Последнее связано с тем, что 
эндогенные протеиназы легумаин и цистеиновая 
протеиназа при температуре выше 45 ºС инакти-
вируются необратимо. 

Доменная структура легумина гороха. Рас-
смотрим доменную структуру легумина гороха. 
Согласно [9], его Tdn,∞ = 201 ºС, а Nc = 359. Одна-
ко, как показывают экспериментальные данные, 
предтавленные в работе [5], <Tdn> ≈ 85 ºС, где 
<Tdn> – среднее значение температуры денату-
рации легуминов гороха различной сортовой 
принадлежности. Последнее, как это было отме-
чено выше, связано с образованием доменных 
структур в белках. 

На рис. 2 представлена аминокислотная по-
следовательность молекулы легумина LegA 
(3KSC, CAA10722), где N = 496, Nc = 359, подчер-
киванием выделены участки последовательности 
LegA, образующие вторичные структуры, а остатки 
цистеина, участвующие в формировании дисуль-
фидных связей, показаны красным шрифтом [18]. 

 

 
 

Рис. 2. Последовательность аминокислотных  
остатков LegA (3KSC, CAA10722) [18] 
 

Fig. 2. Sequence of amino acid residues  
of LegA (3KSC, CAA10722) [18] 

Для оценки размеров доменов LegA (3KSC, 
CAA10722) и характерных температур рассмотре-
ны предложенные выше подходы для папаина. 

Аминокислотные остатки цистеина разделя-
ют молекулу LegA (3KSC, CAA10722) на пять об-
ластей: N1 = 10; N2 = 33; N3 = 43; N4 = 232; N5 = 79; 
N6 = 99. Величину α из приведенного выше  
выражения найдем из условия, что Tdn = 85 ºС, 
Tdn,∞ = 201 ºC, Nc = 359 и N4 = 232. Тогда  
α = 74,964, а соответствующие характерные тем-
пературы выделенных областей будут равны:  
(Tdn)1 = -2490 ºС, (Tdn)2 = -614 ºС, (Tdn)3 = -424 ºС, 
(Tdn)4 = 85 ºС, (Tdn)5 = -140 ºС, (Tdn)6 = -71 ºС, то есть 
реализуется один домен с N4 = 232 в диапазоне 
температур от 0 до 85 ºС. В указанном диапа-
зоне температур остальные домены теряют 
устойчивость и находятся в клубкообразном со-
стоянии, образуя опушку домена N4. При этом 
вторичные структуры сохраняются как в опушке, 
так и в самом домене.  

При протеолизе клубков и домена в первую 
очередь отщепляются а.к.о. G, L, R, K (на рис. 2 
они выделены синим цветом), подвергающиеся 
воздействию активных центров папаина, которые 
не входят в состав вторичных структур. В ре-
зультате образуется раствор, в котором будут 
присутствовать отщепленные а.к.о. (за исключе-
нием а.к.о., потерянных вследствие протеолиза), 
а также оставшиеся части клубков и домена. На 
рис. 3 и 4 показаны пептиды и а.к.о. домена и 
клубков, образующихся на начальной стадии 
воздействия папаина, когда протеолизу подвер-
гаются а.к.о., не входящие во вторичные струк-
туры. У этой оставшейся части молекулы белка 
структура будет нарушена, так как она распадается 
до пептидов, которые образуют клубки. Места гид-
ролизованных а.к.о обозначены тире. Фактически 
получена смесь пептидов и отдельных а.к.о. 

Так как ферменты не расходуются в ходе ката-
лизируемой ими реакции, то после распада доме-
на происходит повторное воздействие фермента 
на изменившуюся среду, в которой а.к.о. G, L, R, K 
будут входить в состав вторичных структур, за-
медляя скорость протеолиза. Таким образом, при 
ограниченном протеолизе легумина гороха наблю-
дается процесс, который можно охарактеризовать 
как двухстадийный гидролиз. 

Результатом распада вторичных структур 
под действием папаина в подвздошной кишке 
является раствор пептидов и а.к.о. Максималь-
ный размер пептидов образуется при распаде 
вторичных структур домена (рис. 3) и будет со-
стоять из 17 а.к.о. (IVFWMYNDQDTPVIAVS). Так 
как пептиды сворачиваются в клубки, то, зная объ-
емы а.к.о. [6], можно вычислить объем Vp, он равен 
1804 Å

3
, и радиус пептида Rp = 7,55 Å. Зная ми-

нимальный радиус микроворсинки – Rmv = 4 мкм, 
Rmv/Rp = 53, то есть самый большой пептид по-
местится внутри микроворсинки и будет подвер-
жен действию ее ферментов. 
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Рис. 3. Аминокислотные остатки домена  
после действия папаина на аминокислотные остатки, 
не входящие во вторичные структуры 
 

Fig. 3. Amino acid domain residues after the action  
of papain on amino acid residues 
not included in the secondary structures 

 

 
 

Рис. 4. Аминокислотные остатки клубков  
после действия папаина на аминокислотные остатки, 
не входящие во вторичные структуры 
 

Fig. 4. Amino acid balls residues after the action  
of papain on amino acid residues 
not included in the secondary structures 

 

О влиянии вторичных структур на процесс 
протеолиза легумина. Характерная особенность 
легумина гороха – это устойчивость к неограни-
ченному протеолизу. Поскольку ограниченный 
протеолиз легумина гороха обусловлен присут-
ствием вторичных структур, то полный гидролиз 
легумина может быть достигнут только после 
разрушения вторичных структур (при нагревании 
до 60–70 ºС, когда происходит разрыв водород-
ных связей). В связи с этим тепловая обработка 
при приготовлении пищи является наиболее 
эффективным технологическим приемом для 
увеличения биодоступности продуктов. Распад 
вторичных структур до поперечных размеров 
микроворсинок позволяет повысить эффектив-
ность воздействия их ферментов на ранней ста-
дии переваривания пищи в тонком кишечнике. 

Как показывают результаты экспериментов, 
например [10], протеолиз белков во времени со-
стоит из двух периодов. В первый период, дли-
тельность которого составляет примерно 30 мин, 
скорость протеолиза белок-ферментного ком-
плекса имеет максимальное значение для дан-
ной системы. Однако при увеличении продолжи-
тельности протеолиза его скорость резко 
уменьшается (в 6–8 раз), что соответствует дли-
тельности переваривания белков в тонком ки-
шечнике – от 3,5 до 4,5 ч. Последнее связано с 
тем, что в начальный момент времени воздей-
ствию фермента подвергаются а.к.о., не входя-
щие во вторичные структуры (будем называть их 
свободными), а после их расщепления фермент 

действует на аналогичные а.к.о., входящие во 
вторичные структуры. Так как в формировании 
вторичной структуры белка участвуют водород-
ные связи между а.к.о. полипептидной цепи, то 
доступ фермента к а.к.о., входящим в состав 
вторичной структуры, будет затруднен. 

Согласно рис. 4, количество вторичных 
структур в домене LegA (3KSC, CAA10722) будет 
8. Остальные 12 вторичных структур находятся в 
опушке. При этом число а.к.о., не входящих во 
вторичные структуры и подвергающихся дей-
ствию фермента (показаны синим цветом), со-
ставляет 23 в опушке и 49 в домене. Число а.к.о, 
входящих во вторичные структуры, составляет 48 в 
опушке и 16 в домене, то есть отношение суммар-
но числа а.к.о., не входящих во вторичные структу-
ры, к числу а.к.о., входящих во вторичные структу-
ры, будет порядка единицы. Поэтому при продол-
жительности распада а.к.о., не входящих во вто-
ричные структуры белка, порядка 30 мин [10], про-
должительность распада а.к.о. вторичных структур 
должна иметь тот же порядок.  

Однако, фактически продолжительность рас-
пада вторичных структур в 6–8 раз больше в силу 
того, что водородные связи, возникающие при 
формировании вторичных структур, ограничивают 
доступ фермента к соответствующим а.к.о. Разру-
шение водородных связей, например, путем пред-
варительной тепловой обработки белка, позволит 
расширить область ограниченного протеолиза. 

 
ВЫВОДЫ 
Рассмотренный выше подход позволяет на 

основании аминокислотного состава белков 
(фермента и/или субстрата) еще на стадии под-
готовки к эксперименту выявить наиболее суще-
ственные моменты ограниченного протеолиза и 
подобрать соответствующие модифицирующие 
добавки для наиболее полной его реализации. 

Для реализации процесса с максимальной 
эффективностью необходимо поддерживать 
температуру гидролиза 40 °С на стадии исполь-
зования эндогенных протеиназ и до 50 °С – на 
стадии использования папаина и биологически 
активных добавок.  

В общем случае температура протеолиза бу-
дет определяться оптимальной температурой 
активности фермента. Дальнейшего сокращения 
продолжительности гидролиза можно добиться 
путем использования биологически активных 
органических молекул (гуминовых веществ и ал-
килгидроксибензолов (АГБ)). Модификация ряда 
гидролаз с помощью АГБ приводит к многократ-
ному увеличению их активности, изменению суб-
стратной специфичности, расширению темпера-
турного и рН-оптимумов гидролиза [11]. 
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Аннотация. Целью работы являлись синтез и исследование биологической активности 
моноядерных и биядерных комплексов платины (II) и палладия (II), содержащих концевые и 
мостиковые нитрит-лиганды, в отношении тест-культур Bacillus subtilis B4647, Aspergillus 
brasiliensis (niger) F679, Pseudomonas aeruginosa B8243, Escherichia сoli. Путем взаимодействия 
моноядерных комплексов платины (II) и палладия (II) синтезированы димерные комплексы с нит-
ритными лигандами. Состав и строение комплексов были установлены методами элементного 
анализа, кондуктометрии, потенциометрии, криоскопии, ИК-спектроскопии, рентгенофазового и 
рентгенофлуоресцентного анализа. Установлен способ координации нитритных лигандов с 
центральным атомом. Антимикробные и противофунгицидные свойства оценивали по спо-
собности синтезированных комплексов подавлять жизнедеятельность бактерий и грибов 
методом диффузии в агаре и методом разведения в пробирке. Значения минимальной 
ингибирующей концентрации и минимальной бактерицидной концентрации комплексов, при 
которых наблюдается подавление видимого роста микроорганизмов и грибов и бактерицидный 
эффект действия комплексов, варьировались в диапазоне 62,5–125 мкмоль/дм

3
. Полученные 

результаты показали высокую активность биядерного комплекса палладия (II) неэлектролитного 
типа и биядерного комплекса платины (II) катионного типа. Биядерные комплексы платины и 
палладия в отличие от моноядерных проявляют более высокую антибактериальную активность. 
Эффективность антибактериального действия комплекса-неэлектролита палладия в отно-
шении бактерий Bacillus subtilis, Escherichia coli и грибов Aspergillus niger была более выраженной. 
Исключение составляет антимикробная активность комплекса палладия в отношении 
Pseudomonas aeruginosa, которая сопоставима с активностью катионного биядерного комплекса 
платины. Изменяя структуру комплекса, состав и заряд внутренней сферы, число коорди-
национных центров, природу и дентатность лигандов, можно достичь более высокого токси-
ческого эффекта комплексов в отношении бактерий и грибков. 
 

Ключевые слова: комплексы платины, комплексы палладия, нитритные лиганды, антимикробные 
свойства 
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Abstract. Abstract. The study aims to synthesize and examine the biological activity of mono- and binuclear 
platinum (II) and palladium (II) complexes containing terminal and bridging nitrite ligands against the test cul-
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tures of Bacillus subtilis B4647, Aspergillus brasiliensis (niger) F679, Pseudomonas aeruginosa B8243, and 
Escherichia coli. Through the interaction of mononuclear platinum (II) and palladium (II) complexes, dimeric 
complexes having nitrite ligands were synthesized. The composition and structure of these complexes were 
established using elemental analysis, conductometry, potentiometry, cryoscopy, infrared spectroscopy, X-ray 
diffraction analysis, and X-ray fluorescence analysis. A way to coordinate nitrite ligands with the central atom 
was established. Antimicrobial and antifungal properties were evaluated according to the capability of the 
synthesized complexes to inhibit the activity of bacteria and fungi via diffusion in agar and in vitro dilution. 
The minimum inhibitory and bactericidal concentrations of the complexes suppressing the visible growth of 
microorganisms and fungi, as well as exhibiting their bactericidal effect, ranged from 62.5–125 μmol/dm

3
. 

The obtained results revealed a high activity of the palladium (II) binuclear complex of the non-electrolytic 
type and the platinum (II) binuclear complex of the cationic type. Unlike mononuclear complexes, palladium 
and platinum binuclear complexes demonstrate higher antibacterial activity. Antibacterial effectiveness ex-
hibited by the palladium complex of the non-electrolytic type against bacteria Bacillus subtilis and Escherich-
ia coli, as well as fungi Aspergillus niger, is more pronounced. The only exception is the antimicrobial activity 
of the palladium complex against Pseudomonas aeruginosa, which is comparable to that of the binuclear 
platinum complex of the cationic type. By changing the structure of the complex, the composition and charge 
of the inner sphere, the number of coordination centers, as well as the nature and denticity of ligands, it is 
possible to achieve a higher toxic effect of the complexes against bacteria and fungi. 
 

Keywords: platinum complexes, palladium complexes, nitrite ligands, antimicrobial properties 
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ВВЕДЕНИЕ 
Одной из важнейших проблем современно-

сти остается противостояние человека различ-
ным вирусам и бактериям, представляющим 
большую опасность не только для здоровья и 
жизни людей, но и для различных экосистем. 
Вследствие высокой резистентности микроорга-
низмов сегодня нельзя довольствоваться до-
стигнутыми результатами в области получения и 
применения антибактериальных веществ [1]. В 
последние годы воздействие лекарственной те-
рапии осознается как чрезвычайно важная про-
блема не только в медицинском плане, но и в эко-
логическом; улучшение качества медицинской по-
мощи, повышение ее эффективности должно со-
четаться с безопасностью фармакотерапии, ре-
альной оценкой влияния лекарств как химических 
факторов воздействия на биоценоз человека и 
экологию среды обитания. Особенно это относится 
к антибактериальным препаратам, которые могут 
менять чувствительность микроорганизмов, спо-
собствовать формированию их резистентности, 
трансформировать локальный «микробный пей-
заж» и экологическую среду [2]. Поэтому необхо-
дим постоянный мониторинг антибактериальной 
лекарственной терапии, нужно синтезировать но-
вые антимикробные агенты, которые можно со-
здать доступным, быстрым и экологичным спосо-
бом. Благодаря высокой биологической активно-
сти, относительно низкой себестоимости и эколо-
гической безопасности наночастицы металлов яв-
ляются весьма перспективными для разработки 
антибактериальных средств. 

Металлы в наносостоянии и соединения ме-
таллов проявляют ярко выраженные антимикроб-
ные свойства. Так, например, наночастицы благо-

родных металлов обладают бактерицидными 
свойствами, химически стабильны, нетоксичны и 
биосовместимы, что делает их перспективным ма-
териалом для разработки современных медико-
биологических препаратов и изделий [3]. Вслед-
ствие малых размеров они способны проникать 
сквозь клеточные мембраны, влиять на внутрикле-
точные процессы изнутри, проявляя при этом ан-
тимикробные свойства [4, 5]. 

Открытие цисплатина в качестве противоопу-
холевого агента привлекло внимание к направлен-
ному дизайну комплексов металлов, которые по-
тенциально могут быть использованы в химиоте-
рапии. «Фармацевтическая промышленность еже-
годно инвестирует более 1 млрд долларов в раз-
работку новых препаратов на основе металлов для 
улучшения биологической активности с точки зре-
ния клеточной селективности, терапевтической 
эффективности и минимизации побочных эффек-
тов» [6]. Химиотерапия на основе переходных ме-
таллов играет ключевую роль в лечении онкологи-
ческих заболеваний, и среди всех исследуемых 
металлов платина и палладий являются наиболее 
эффективными. 

Уже синтезированы многочисленные комплек-
сы на основе ионов платины (II) и палладия (II), 
для которых получены результаты исследований 
их антимикробной активности [7–12]. Среди них 
азотсодержащие комплексы, признанные биологи-
чески активными соединениями, проявляющими 
большую ДНК-связывающую и антимикробную ак-
тивность [13]. 

При исследовании взаимодействия ДНК с 
полиядерными хелатами Pd(II), содержащими био-
генные полиамины [14], было обнаружено, что 
комплексы вызывают большие морфологические 
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изменения в конформации ДНК по сравнению со 
свободными лигандами. Специфическое взаимо-
действие вызывает искажение и локальную дена-
турацию структуры ДНК с высвобождением осно-
ваний гуанина. 

Химические свойства моноядерных комплексов 
палладия (II) схожи со свойствами комплексов пла-
тины (II), но высокая скорость обмена лигандов с 
центральным атомом Pd (в 10

5
 раз по сравнению с 

Pt) вызывает протекание процессов гидролиза, при-
водящих к диссоциации комплекса и образованию 
различных аква- и гидроксокомплексов, не способ-
ных достичь своих биологических целей [15]. 

В работе [16] описаны комплексы Pd(II) с  
7-бромхинолин-8-олом (L), координированным 
N, O-донорными атомами состава [Pd(L)2] и 
[PdCl2L]. Антимикробная активность комплексов 
протестирована путем определения минимальной 
ингибирующей концентрации и минимальной бак-
терицидной концентрации против 9 штаммов бак-
терий и 5 штаммов грибов. Активность комплексов 
в отношении Proteus mirabilis более чем в 250 раз 
выше, чем у свободного лиганда L. С помощью УФ-
спектроскопии и флуоресцентной спектроскопии 
показано, что комплексы взаимодействуют с ДНК 
через механизм интеркаляции. 

Синтезированы хелатные комплексы палла-
дия (II) с лекарственным средством Офлоксацин 
(OFL) второго поколения и двумя аминокислотами 
– глицином и аланином, где хелат OFL действует 
как бидентатный через атомы азота пиперазиново-
го кольца, аминокислоты образуют хелатный цикл 
за счет координации через атом азота аминогруп-
пы и кислорода карбоксильной группы [17]. Анти-
бактериальная активность комплексов исследова-
на в отношении Klebsiella, Escherichia coli, 
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, 
причем комплексы показали большую активность 
по сравнению со свободным лигандом. 

Авторами работы [18] синтезированы би-
ядерные комплексы Pt(II) с N, N-координиро-
ванными лигандами 5-перфторалкил-1,2,4-окса-
диазолилпиридина и 3-перфторалкил-1-метил-
1,2,4-триазолилпиридина и мостиковыми атомами 
хлора [PtCl(pfibap)2]2(µ-Cl)2, [Pt2(µ-Cl)2(pfioap)4]Cl2, 
проявляющие антимикробную активность в от-
ношении Escherichia coli, Kocuria rhizophila и двух 
штаммов Staphylococcus aureus. 

В работе [19] описан синтез биядерных ком-
плексов Pt(II) и Pd(II) с лигандом 2,2'-дитиобис-
бензотиазолом (DTBTA) [Pd2(µ-Cl)2(DTBTA)2]Cl2. 
Авторами изучена антимикробная активность про-
тив Escherichia coli и Kokuria rhizophila. Комплексы 
проявляют большую антимикробную активность 
против роста грамположительных бактерий, чем 
цисплатин. Низкая активность в отношении гра-
мотрицательных бактерий обусловлена наличием 
дополнительной наружной мембраны в этой груп-

пе бактерий, что может препятствовать поглоще-
нию обоих соединений. 

В работе [20] описаны синтез и структурные ха-
рактеристики противоракового препарата на основе 
платины (IV), известного как CPA-7, представляю-
щего собой соединение fac[PtCl3(NO2)(NH3)2]. Широ-
кое исследование CPA-7 связано с его способно-
стью контролировать рост опухолевых клеток путем 
ингибирования передачи сигналов активатора тран-
скрипции и сигнального белка Stat3. 

Высокая биологическая активность нитроза-
мещенных соединений проявляется за счет нали-
чия в комплексах высокоэлектронной компоненты 
нитрогруппы. «Присутствие NO2-группы действует 
не только как химические изостеры для атомов 
кислорода в гетероциклическом основании тими-
дина, но и участвует в “сильной” O–H-связи, в ре-
зультате чего проявляется большая ДНК-свя-
зывающая и антимикробная активность этих ком-
плексов» [13]. 

Нитрит-ион является амбидентатным лигандом 
и может координироваться за счет донорных ато-
мов азота и кислорода, образуя с ионами переход-
ных металлов многочисленные координационные 
соединения: нитрокомплексы с монодентатной ко-
ординацией за счет атомов азота нитрогруппы; 
нитритокомплексы с монодентатной координацией 
за счет атомов кислорода; хелатные комплексы с 
бидентатной координацией за счет двух атомов 
кислорода, и мостиковые, с одновременным при-
соединением к двум атомам металла. 

Нитрогруппа в комплексах платины координи-
рована через азот, а благодаря высокой прочности 
и инертности связи платины с азотом исключается 
возможность ее изомеризации в комплексах. Ра-
нее был разработан метод направленного синтеза 
биядерных комплексов платины с различными мо-
стиковыми лигандами, с его помощью получена 
серия комплексных соединений платины и палла-
дия с мостиковыми лигандами [21]. 

Целью настоящей работы являлись синтез и 
исследование биологической активности моно-
ядерных и биядерных комплексов платины (II) и 
палладия (II), содержащих концевые и мостиковые 
нитрит-лиганды, в отношении тест-культур Bacillus 
subtilis, Aspergillus brasiliensis (niger), Pseudomonas 
aeruginosa, Escherichia сoli. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
В качестве исходных соединений использо-

вали K2[PtCl4] и K2[PdCl4]. Синтез исходных мо-
ноядерных комплексов платины и палладия 
(ML2X2 (M=Pt, Pd; X=Cl, I; L=NH3, ½en, где en – 
этилендиамин), [Pden(NO2)2], [Pden(H2O)2](NO3)2, 
цис-[Pt(NH3)2(NO2)2], цис-[Pt(NH3)2(H2O)2](NO3)2) 
осуществляли в соответствии с методиками, 
представленными в работе «Синтез комплекс-
ных соединений металлов платиновой группы»

1
. 

   

1
Синтез комплексных соединений металлов платиновой группы: справочник / отв. ред. И. И. Черняев. М.: Наука, 

1964. 340 с. 
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Диаквадиамины получали действием раствора 
нитрата серебра (I) на соответствующие диацидо-
диамины ML2X2 (M=Pt, Pd; X=Cl, I; L=NH3, ½en – 
этилендиамин) из расчета 1,98 моль AgNO3 на 
1 моль галогенсодержащего соединения, с после-

дующим отделением галогенида серебра. 
Катионные биядерные комплексы с двумя 

нитритными мостиками были получены в резуль-
тате реакции между цис-динитродиамином и 
цис-диаквакомплексом: 

 
цис-[Pt(NH3)2(NO2)2] + цис-[Pt(NH3)2(H2O)2](NO3)2 → [(NH3)2Pt(NO2)2Pt(NH3)2](NO3)2 + 2H2O 

[Pden(NO2)2] + [Pden(H2O)2](NO3)2 → [enPd(NO2)2Pden](NO3)2 + 2H2O 
 
Комплексы-неэлектролиты синтезировали 

действием аквакомплексов цис-конфигурации на 
тетранитрокомплекс: 

 
цис-[Pt(NH3)2(H2O)2](NO3)2 + K2[Pt(NO2)4] → [(NH3)2Pt(NO2)2Pt(NO2)2] + 2KNO3 + 2H2O 

[Pden(H2O)2](NO3)2 + K2[Pd(NO2)4] → [enPd(NO2)2Pd(NO2)2] + 2KNO3 + 2H2O 
 
Синтез [enPd(NO2)2Pden](NO3)2. Навеску 

0,23 г [Pden(NO2)2] растворяли в 30 см
3
 воды при 

нагревании на водяной бане. К полученному 
раствору приливали раствор [Pden(H2O)2](NO3)2 
из расчета 1 моль [Pden(H2O)2](NO3)2 на 1 моль 
[Pden(NO2)2]. Раствор перемешивали в течение 
30 мин при нагревании на водяной бане, затем 
охлаждали, профильтровывали, полученный 
фильтрат упаривали при комнатной температуре 
до 5–10 см

3
. Образовавшиеся кристаллы от-

фильтровывали, промывали водой, этанолом, 
сушили до постоянной массы при температуре 
80 ºС. Цвет полученного продукта – светло-
желтый, выход – 65%, M = 546±17 г/моль, 
μ = 251 См·см

2·
моль

-1
. Для Pd2С4Н16N8O10 вычис-

лено, %: Pd – 38,78; NO2 – 16,76; найдено, %:  
Pd – 38,62; NO2 – 16,48. 

Синтез [enPd(NO2)2Pd(NO2)2]. В 35 см
3
 вод-

ного раствора, содержащего 0,326 г акваком-
плекса [Pden(H2O)2](NO3)2 (0,001 моль), вносили 
0,368 г K2[Pd(NO2)4] (0,001 моль). Раствор пере-
мешивали в течение 30 мин при комнатной тем-
пературе. Выпавший кристаллический осадок 
отфильтровывали, промывали водой, этанолом. 
Цвет кристаллов – светло-желтый, выход – 54%, 
μ = 5 См·см

2
·моль

-1
. Для Pd2С2Н8N6O8 вычисле-

но, %: Pd – 46,58; NO2 – 40,28; найдено, %:  
Pd – 46,12; NO2 – 40,01. 

Синтез [(NH3)2Pt(NO2)2Pt(NH3)2](NO3)2. На-
веску 0,65 г цис-[Pt(NH3)2(NO2)2] растворяли  
в 30 см

3
 воды при нагревании на водяной бане.  

К полученному раствору приливали раствор  
цис-[Pt(NH3)2(H2O)2](NO3)2 из расчета 1 моль  
цис-[Pt(NH3)2(H2O)2](NO3)2 на 1 моль цис-[Pt(NH3)2(NO2)2]. 
Раствор выпаривали на водяной бане до начала 
кристаллизации. Образовавшийся осадок от-
фильтровывали, промывали водой, этанолом. 
Цвет осадка – желтый, выход – 80%, 
M = 670±22 г/моль, μ = 230 См·см

2
·моль

-1
. Для 

Pt2Н12N8O10 вычислено, %: Pt – 57,86;  
NO2 – 13,65; найдено, %: Pt – 57,42; NO2 –13,28. 

Синтез [(NO2)2Pt(NO2)2Pt(NH3)2]. В 35 см
3
 

водного раствора, содержащего 0,389 г аква-
комплекса цис-[Pt(NH3)2(H2O)2](NO3)2, вносили 
0,457 г K2[Pt(NO2)4]. Раствор перемешивали в 

течение 30 мин при комнатной температуре. Вы-
павшие кристаллы отфильтровывали, промыва-
ли водой, этанолом. Цвет кристаллов – светло-
желтый, выход – 55%, μ = 2 См·см

2
·моль

-1
. Для 

Pt2Н6N6O8 вычислено, %: Pt – 64,15; NO2 – 30,26; 
найдено, %: Pt – 63,98; NO2 –30,28. 

Состав и строение были установлены мето-
дами элементного анализа, кондуктометрии, по-
тенциометрии, криоскопии, ИК-спектроскопии, 
рентгенофазового и рентгенофлуоресцентного 
анализа. 

Содержание нитрит-ионов определяли мето-
дом иодометрии после разрушения комплексов. 
Измерение электрической проводимости полу-
ченных биядерных комплексов проводили с це-
лью определения типа ионного распада на ио-
номере-кондуктометре АНИОН-4100(4145) при 
температуре 25 ºС с использованием кондукто-
метрического первичного преобразователя – че-
тырехэлектродной ячейки погружного типа, по-
стоянная которой равна 1 см

-1
. Определение мо-

лярной массы проводили с помощью осмометра-
криоскопа ОСКР-1. При расчетах учитывали дис-
социацию комплекса по типу сильного электро-
лита на внешнесферные ионы и комплексный 
ион, при значении изотонического коэффициента 
для катионных комплексов, равного трем. Из-за 
низкой растворимости не удалось определить 
молярную массу комплексов-неэлектролитов с 
достаточной точностью. 

ИК-спектры записывали на спектрометре 
Perkin-Elmer и Specord М80 в области частот 
200–4000 см

-1
. Содержание платины и палладия 

определяли рентгенофлуоресцентным методом 
на спектрофотометре EDX-7000P (SHIMADZU) в 
вакууме, оснащенном Rh-анодом и кремниевым 
дрейфовым детектором; напряжение – 50 кВ, ток 
– 1 мА. Спектры анализируемых веществ пред-
ставляют собой энергетические линии характе-
ристического излучения элементов и содержат К- 
и L-серии линий с наибольшей интенсивностью. 
Идентификация линий и количественный анализ 
данных проведен с помощью пакета программ 
EDXIR-Analysis. Для снижения погрешности 
определения в программном обеспечении про-
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изведена балансировка легких элементов. Про-
верка метода и соответствия результатов про-
ведены на солях палладия с известным содер-
жанием элементов (паспортные данные) по ме-
тоду фундаментальных параметров и методу 
градуировочного графика. 

Дифрактограммы образцов платины получе-
ны на дифрактометре ДРОН-8 (Россия) с остро-
фокусной медной трубкой в излучении Cu-Кα 
(1,54056 Å); напряжение – 34 кВ, ток – 10 мА. 
Отбор спектральной линии (монохроматизация) 
осуществлялся одномерным параболическим 
зеркалом Гебеля (Германия), обеспечивающим 
формирование пучка плоскопараллельных лучей 
шириной около 0,6 мм. Для уменьшения рассея-
ния на элементах коллиматора были применены 
щели 1 мм. Гониометр – вертикальный, схема 
измерений – θ–θ. Сбор интенсивностей осу-
ществлялся линейным стриповым позиционно-
чувствительным детектором Mythen 2R 1D 
(Швейцария); число каналов – 640, линейный 
размер стрипа – 50 мкм (угловой – 0,0144°). Шаг 
детектора – 0,5° (по 2θ), время набора импуль-
сов – 8 с. Образцы помещались в кюветы из 
аморфного оргстекла (ПММА), не дающего ди-
фракционных рефлексов кристаллического типа. 

Исследования антибактериальной и противо-
грибковой активности синтезированных комплек-
сов проведены в отношении Bacillus subtilis 
B4647, Aspergillus brasiliensis (niger) F679, Pseu-
domonas aeruginosa B8243, Escherichia coli. 
Стандартные штаммы микроорганизмов для ис-
следования взяты из Всероссийской коллекции 
промышленных микроорганизмов НИЦ «Курча-
товский центр» Государственного научно-
исследовательского института генетики и селек-
ции промышленных микроорганизмов (ГосНИИ-
генетика, Москва). 

Антибактериальные свойства оценивали по 
способности синтезированных комплексов по-
давлять жизнедеятельность бактерий методом 
диффузии в агаре и методом разведения в про-
бирке. 

Тестирование проводили в пробирках путем 
двукратного разведения жидкой питательной 
среды в ряду из 8–12 пробирок, содержащей ис-
следуемый комплекс при начальной концентра-
ции комплекса 1·10

-3 
моль/дм

3
 (1000 мкМ). Взве-

си суточных агаровых культур денситометриче-
ски (денситометр Densimat Bio Merieux) доводи-
ли до плотности 0,5 по стандарту McFarland, со-
держащему 1,5·10

8 
КОЕ/мл. Из полученной мик-

робной взвеси готовили серию последователь-
ных разведений 1:10 до концентрации 
10

6 
КОЕ/мл. Для получения необходимого окон-

чательного инокулюма (5·10
5 

КОЕ/мл) в каждую 
пробирку вносили по 50 мкл исследуемой бакте-
риальной суспензии, содержащей 10

6 
КОЕ/мл. В 

контрольной пробирке находился 1 мл бульона 
без препарата и 50 мкл культуры для каждого 

испытуемого штамма (каждый тест проводили в 
двух повторностях). За ростом микроорганизмов 
после инкубирования при 37 ºС через 24 ч сле-
дили визуально, определяя наличие или отсут-
ствие роста в среде, содержащей различные 
концентрации исследуемого соединения, и из-
меряя светорассеяние с использованием спек-
трофотометра UV 1800 (Shimadzu) при 
λ = 980 нм. Минимальную ингибирующую кон-
центрацию определяли как концентрацию 
наибольшего разведения комплекса, тормозяще-
го рост испытуемой культуры. 

Из всех прозрачных пробирок делали высевы 
на плотную питательную среду (агар Мюллера –
 Хинтона) для определения жизнеспособности 
клеток. После инкубации посевов в термостате 
отмечали наименьшую концентрацию препарата 
в пробирке, высев из которой не дал роста. Эту 
концентрацию принимали за минимальную бак-
терицидную концентрацию. 

Антибактериальный скрининг комплексов 
проведен путем измерения диаметра зоны инги-
бирования роста бактерий и грибов через 24 ч. 
Для биоанализов готовили суспензию приблизи-
тельно 1,5·10

8
 клеток на один куб см в стериль-

ном нормальном физиологическом растворе. 
Бактериальные изоляты предварительно выра-
щивали в питательном бульоне в течение 24 ч с 
последующим посевом на агаризованную среду, 
на поверхность которой помещали диски, обра-
ботанные водным раствором комплексов 
(с = 1000 мкмоль/дм

3
). Затем чашки инкубирова-

ли при 37 ºС в течение 24 ч, после чего наблю-
дали зоны ингибирования. Эксперименты повто-
ряли не менее трех-пяти раз для каждого орга-
низма, данные представлены как среднее значе-
ние ± доверительный интервал. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Полученные моно- и биядерные комплексы 

палладия представляют собой порошки от бело-
го до желтого цвета, растворимые в воде и в ди-
метилформамиде. Результаты химического ана-
лиза показали стехиометрическое соотношение 
металл:нитрогруппа 1:1 и 1:2 для катионных би-
ядерных и неэлектролитных биядерных ком-
плексов соответственно. 

Способ координации нитрогрупп был под-
твержден методом ИК-спектроскопии, достаточ-
но широко используемым с этой целью. 

В ИК-спектре мономерного комплекса 
[PdEn(NO2)2] наблюдаются полосы с пиками при 
1435 и 1385 см

-1
, характерными для асимметрич-

ных и симметричных валентных колебаний нитро-
групп, координированных с палладием [22, 23]. 

В ИК-спектре биядерного комплекса 
[enPd(NO2)2Pd(NO2)2] имеются полосы поглоще-
ния с максимумами при 1326 и 1424 см

-1
, отно-

сящиеся соответственно к симметричным и ан-
тисимметричным валентным колебаниям конце-
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вой нитрогруппы, координированной атомом 
азота, и полосы поглощения с максимумами при 
1174 и 1484 см

-1
, относящиеся к валентным ко-

лебаниям мостиковых NO2-групп, координиро-
ванных атомами азота и кислорода. В то же вре-
мя в спектре комплекса [enPd(NO2)2Pden](NO3)2 
наблюдаются полосы поглощения с максимума-
ми при 1185 и 1482 см

-1
, относящиеся к валент-

ным колебаниям только мостиковых NO2-групп, 
координированных N,O-донорными атомами. 

Координация этилендиамина в биядерных 
комплексах палладия через атомы азота  
подтверждается наличием полос в области 
600–400 см

-1
, относящихся к валентным колеба-

ниям М–N: для комплекса [enPd(NO2)2Pd(NO2)2] 
имеется полоса с максимумом 536 см

-1
, для 

катионного комплекса [enPd(NO2)2Pden](NO3)2 
имеются полосы с максимумами 542 и 513 см

-1
. 

В ИК-спектре биядерного комплекса платины 
[(NO2)2Pt(NO2)2Pt(NH3)2] имеются полосы погло-
щения с максимумами при 1306 и 1394 см

-1
, от-

носящиеся соответственно к симметричным и ан-
тисимметричным валентным колебаниям концевой 
нитрогруппы, координированной атомом азота, и 
полосы поглощения с максимумами при 1074 и 
1484 см

-1
, относящиеся к валентным колебаниям 

мостиковых NO2-групп, координированных атома-
ми азота и кислорода (рис. 1). В то же время в 
спектре комплекса [(NH3)2Pt(NO2)2Pt(NH3)2](NO3)2 
наблюдаются полосы поглощения с максимума-
ми при 1085 и 1491 см

-1
, относящиеся к валент-

ным колебаниям только мостиковых NO2-групп, 
координированных N,O-донорными атомами 
(рис. 2). 

 

 

 
 

Рис. 1. ИК-спектр поглощения комплекса [(NH3)2Pt(NO2)2Pt(NO2)2] 
 

Fig. 1. IR absorption spectra of complex [(NH3)2Pt(NO2)2Pt(NO2)2] 
 

 
 

Рис. 2. ИК-спектр поглощения комплекса [(NH3)2Pt(NO2)2Pt(NH3)2](NO3)2 
 

Fig. 2. IR absorption spectra of complex [(NH3)2Pt(NO2)2Pt(NH3)2](NO3)2 
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Полосы поглощения с максимумами при 3287 
и 3211 см

-1
 в ИК-спектре биядерного комплекса-

неэлектролита [(NO2)2Pt(NO2)2Pt(NH3)2] относятся 
соответственно к антисимметричным и симмет-
ричным валентным колебаниям NH аммиака, и 
полоса поглощения с максимумом при 576 см

-1 
– 

к валентным колебаниям связи Pt–N. В ИК-спектре 
комплекса [(NH3)2Pt(NO2)2Pt(NH3)2](NO3)2 значения 
частот для аммиачного лиганда составляют, см

-1
: 

νas (NH) = 3425, νs (NH) = 3299, νs (PtN) = 576. 
Рентгенофазовый анализ показал, что для 

биядерных комплексов кристаллические фазы 
исходных моноядерных комплексов не проявля-
ются. Это указывает на образование новых про-
дуктов. На рис. 3 приведены дифрактограммы 
димерного комплекса платины катионного типа 
[(NH3)2Pt(NO2)2Pt(NH3)2](NO3)2 и мономерного 
комплекса платины, взятого в качестве исходно-
го при синтезе. 

По результатам антибактериального скри-
нинга комплексов (рис. 4) отмечено, что ком-

плексы проявляют различную степень ингибиру-
ющего воздействия на рост тестируемых видов 
бактерий и грибов: их антимикробная активность 
по отношению к испытуемым тест-культурам за-
висит от состава и строения внутренней сферы 
координационного центра, природы центрально-
го атома, числа координационных центров, их 
заряда. 

По сравнению с биядерными моноядерные 
комплексы платины (II) и палладия (II) проявляют 
низкую антибактериальную активность. Для ком-
плексов платины и палладия характерно резкое 
различие. Так, катионный биядерный комплекс Pt, 
содержащий только мостиковые нитритные лиган-
ды (см. рис. 4, поз. 6), проявляет больший эффект 
ингибирования роста микроорганизмов Bacillus 
subtilis B4647, Pseudomonas aeruginosa B8243, 
Escherichia coli и грибов Aspergillus brasiliensis F679 
по сравнению с комплексом-неэлектролитом Pt 
(см. рис. 4, поз. 5), содержащим и концевые, и мо-
стиковые NO2-лиганды. 

 

 
 

Рис. 3. Дифрактограммы мономерного комплекса Pt(NH3 NO2)2 (a)  
и димерного комплекса [(NH3)2Pt(NO2)2Pt(NH3)2](NO3)2 (б) 

 

Fig. 3. Diffractograms of mononuclear complex Pt(NH3 NO2)2 (a)  
and of binuclear complexes [(NH3)2Pt(NO2)2Pt(NH3)2](NO3)2 (б) 

 

 
Рис. 4. Диаметр, мм, зон ингибирования роста бактерий и грибов под действием комплексов: 

1 – Pden(NO2)2; 2 – [enPd(NO2)2Pd(NO2)2]; 3 – [enPd(NO2)2Pden](NO3)2; 
4 – Pt(NH3)2(NO2)2; 5 – [(NH3)2Pt(NO2)2Pt(NO2)2]; 6 – [(NH3)2Pt(NO2)2Pt(NH3)2](NO3)2 

 

Fig. 4. Diameter (mm) of the growth inhibition zone of the Bacteria and fungi under the influence of complexes: 
1 – Pden(NO2)2; 2 – [enPd(NO2)2Pd(NO2)2]; 3 – [enPd(NO2)2Pden](NO3)2; 

4 – Pt(NH3)2(NO2)2; 5 – [(NH3)2Pt(NO2)2Pt(NO2)2]; 6 – [(NH3)2Pt(NO2)2Pt(NH3)2](NO3)2 
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В отношении граммотрицательных бактерий 
Pseudomonas putida, Escherichia coli наибольшую 
антимикробную активность показали димерный 
комплекс палладия неэлектролитного типа (см. рис. 4, 
поз. 2) и димерный комплекс платины катионного 
типа (см. рис. 4, поз. 6). 

Результаты исследования антибактериальной 
активности достоверно показали, что активность 
комплекса-неэлектролита палладия более выра-
жена в отношении бактерий Bacillus subtilis, 
Escherichia coli и грибов Aspergillus niger (см. рис. 4, 
поз. 2). Исключение составила Pseudomonas aeru-
ginosa, в отношении которой активность комплек-
са-неэлектролита палладия сопоставима с актив-
ностью катионного биядерного комплекса платины 
(см. рис. 4, поз. 6). Таким образом, большая ла-
бильность комплекса благоприятствует проявле-
нию антибактериальных свойств. 

Полученные данные подтверждают результаты 
ряда работ по исследованию комплексов Pd. Авто-
рами работы [24] исследованы антибактериальные 
свойства моно- и биядерных комплексов палладия 
с 5-метил-5-(3-пиридил)-2,4-имидазолидендионли-
гандом (L). В двухъядерном комплексе [Pd2Cl4L2] 
каждый атом палладия координируется одним 
атомом азота лиганда L и тремя атомами хлора 
(один в качестве концевого и два в качестве мости-
ковых лигандов). Более высокую активность про-
тив Staphylococcus aureus, Staphylococcus sapro-
phyticus, Escherichia coli, Proteus vulgaris, Serratia 
marcescens и Bacillus cereus проявил двухъядер-
ный комплекс палладия (II) по сравнению с исход-
ным органическим лигандом и моноядерным ком-
плексом [PdCl2L2]. 

Известен механизм действия препаратов 
Pt(II) – аналогов цисплатина, заключающийся в 
замещении хлоридного или аммонийного лиган-
да [25] с последующим ковалентным связывани-
ем Pt(II) с азотами N7 пуриновых оснований ДНК 
и образованием сшивок между цепочками 
[25, 26]. Авторами этих и других работ экспери-
ментально доказано: чем легче диссоциирует 

комплекс, тем в большей степени он способен 
повреждать ДНК. 

Авторами работы [13] было показано, что свя-
зывание с ДНК пиримидинового биядерного ком-
плекса платины, содержащего нитрогруппу, проис-
ходит через частичный интеркаляционный режим. 
Комплекс проявляет самое высокое сродство к 
связыванию по сравнению с другими комплексами 
и лигандами за счет существования нитрогруппы. 
«В электростатическом и канавочном связывании 
вязкость раствора ДНК остается неизменной, в то 
время как в классическом интеркалятивном связы-
вании вязкость будет возрастать. Среди этих вза-
имодействий интеркалирование и связывание ка-
навок являются наиболее важными режимами свя-
зывания ДНК, поскольку они неизменно приводят к 
деградации клеток». 

Данные исследования полиядерных комплек-
сов с полиаминами подтвердили более высокую 
активность многоядерных комплексов по сравне-
нию с мономерными аналогами; присутствие бо-
лее чем одного металлического центра в много-
ядерных комплексах позволяет им более эффек-
тивно связываться с ДНК [27]. 

Значения минимальной ингибирующей и ми-
нимальной бактерицидной концентраций исследу-
емых комплексов, при которых наблюдается по-
давление видимого роста испытуемых микроорга-
низмов и грибов и бактерицидный эффект дей-
ствия комплексов, варьируются в диапазоне 62,5–
125 мкмоль/дм

3
 (таблица). 

Однако необходимо учитывать, что несмотря 
на широкий диапазон антимикробной активности 
растворов комплексов минимальная действующая 
концентрация для бактерий и грибков отличается. 
Это объясняется разницей в строении клеточных 
стенок, различиями протекающих метаболических 
процессов, пространственной организацией коло-
ний [3]. В свою очередь грамотрицательные бакте-
рии высокоустойчивы к неблагоприятным услови-
ям благодаря наличию дополнительной внешней 
мембраны. 

 

Значения минимальной ингибирующей концентрации и минимальной бактерицидной концентрации  
комплекса палладия [enPd(NO2)2Pd(NO2)2] 
 

Minimum inhibitory concentration and minimum bactericidal concentration values of the palladium  
complexes [enPd(NO2)2Pd(NO2)2] 
 

Микроорганизмы 
и грибы 

Минимальная ингибирующая концентрация / минимальная бактерицидная 
концентрация, мкмоль/дм3 

500–250 125 62,5 31,2 15,6 7,8 3,9 

Bacillus subtilis B4647 - / - - / - + / + + / + + / + + / + + / + 
Aspergillus brasiliensis (niger) F679 - / - - / - + / + + / + + / + + / + + / + 
Pseudomonas aeruginosa B8243 - / - + / + + / + + / + + / + + / + + / + 
Escherichia coli - / - + / + + / + + / + + / + + / + + / + 

«-» – подавление роста микроорганизмов и грибов; «+» – рост микроорганизмов и грибов. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Синтезированы биядерные комплексы пла-

тины и палладия, содержащие мостиковые и 
концевые нитритные лиганды. Скрининг антибак-
териалных и противофунгицидных свойств ис-
следуемых комплексов показал высокую актив-

ность биядерного комплекса палладия (II) не-
электролитного типа и биядерного комплекса 
платины (II) катионного типа. Высокая лабиль-
ность комплексов способствует сильному хими-
ческому взаимодействию комплексов с ДНК бак-
териальных клеток. Увеличение числа координа-
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ционных центров приводит к повышению анти-
микробной активности. Изменяя структуру ком-
плекса, состав и заряд внутренней сферы, число 
координационных центров, природу и дентат-

ность лигандов, можно достичь более высокого 
токсического эффекта комплексов в отношении 
бактерий и грибков. 
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Влияние механохимической активации на растворение 
трилоном Б модельных отложений продуктов коррозии, 
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Аннотация. При химической дезактивации отработанных ионообменных смол фильтров спецво-
доочистки атомных электростанций возникает проблема удаления из них радионуклидов, входя-
щих в состав неорганических отложений, образованных в процессе эксплуатации и промежуточ-
ного хранения. Как правило, в таких отложениях радионуклиды коррозионной группы (

58,60
Co, 

54
Mn, 

51
Сr) зафиксированы в кристаллической решетке труднорастворимых оксидов железа. Цель рабо-

ты – исследование возможности применения механохимической активации при дезактивации от-
работанных ионообменных смол, загрязненных отложениями активированных продуктов коррозии 
конструкционных материалов. В качестве модельных отложений использован образец природного 
магнетита и магнетит, синтезированный на поверхности катионита КУ-2-8 в присутствии 
метки 

57
Со. Показано, что увеличение времени механохимической активации приводит к увеличе-

нию скорости растворения магнетита в модельных дезактивирующих растворах на основе дина-
триевой соли этилендиаминтетрауксусной кислоты (трилон Б) и азотной кислоты. Показано, 
что при использовании трилона Б магнетит растворяется более эффективно, что объясняется 
особенностями взаимодействия поверхности оксида с органическими комплексообразующими 
агентами. Предположено, что при механохимической активации магнетита в присутствии сухих 
реагентов (трилона Б, щавелевой, аскорбиновой и лимонной кислот) протекают твердофазные 
реакции, приводящие к образованию на поверхности оксида труднорастворимой оболочки, что 
затрудняет растворение при невысоких соотношениях магнетит/раствор. Для магнетита, ак-
тивированного в присутствии щавелевой кислоты, показано, что увеличение отношения рас-
твор/магнетит способствует растворению оксидов железа по сравнению с безреагентной акти-
вацией. На примере модельного катионита показано, что скорость и эффективность дезактива-
ции отработанных ионообменных смол, загрязненных отложениями активированных продуктов 
коррозии, существенно возрастает после механохимической активации в присутствии щавелевой 
кислоты. 
 

Ключевые слова: отработанные ионообменные смолы, радионуклиды кобальта, продукты корро-
зии, оксиды железа, дезактивация 
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Abstract. Inorganic deposits formed during operation and intermediate storage contain radionuclides, whose 
removal during the chemical decontamination of spent ion-exchange resins used in filters for special water 
purification at nuclear power plants has proved to be a challenge. In such deposits, radionuclides of the cor-
rosion group (58.60Co, 54Mn, 51Cr) are typically located in the crystal lattice of poorly soluble iron oxides. 
The present work discusses the possibility of using mechanochemical activation in the decontamination of 
spent ion-exchange resins polluted with deposits of activated corrosion products from structural materials. 
Samples of natural and synthesised on the surface of the KU-2-8 cation exchanger in the presence of the 
57Co label magnetites were used as model deposits. It was shown that an increase in the duration  of 
mechanochemical activation leads to an increase in the dissolution rate of magnetite in model decontamina-
tion solutions based on еthylenediaminetetraacetic acid disodium salt (Trilon B) and nitric acid. It was shown 
that, when using Trilon B, magnetite dissolves more efficiently, which is explained by the interaction between 
the oxide surface and organic complexing agents. It can be assumed that solid-phase reactions occur during 
the mechanochemical activation of magnetite in the presence of dry reagents (Trilon B, oxalic, ascorbic and 
citric acids). Therefore, a poorly soluble shell formed on the oxide surface hinders the dissolution at a low 
magnetite/solution ratio. Unlike the reagent-free activation, for magnetite activated in the presence of oxalic 
acid, an increase in the solution/magnetite ratio promotes the dissolution of iron oxides. Using the example 
of a model cation exchanger, it was shown that the rate and efficiency of decontamination of spent ion-
exchange resins polluted with deposits containing activated corrosion products increase significantly after 
mechanochemical activation in the presence of oxalic acid. 
 

Keywords: spent ion-exchange resins, cobalt radionuclides, corrosion products, iron oxides, decontamination 
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ВВЕДЕНИЕ 
Выведенные из эксплуатации отработанные 

ионообменные смолы (ОИОС) из фильтров 
спецводоочистки относятся к радиоактивным 
отходам и нуждаются в кондиционировании, то 
есть мероприятиях, направленных на иммобили-
зацию радионуклидов при долговременном хра-
нении (захоронении) [1]. В настоящее время 
предложен ряд методов кондиционирования 
ОИОС от прямого отверждения с включением в 
неорганические и органические компаунды (це-
мент, битум, пластмассы) [2, 3] до переработки с 
полной деструкцией органической матрицы смол 
(сжигание, пиролиз, жидкофазное окисление) [4–6]. 
Весьма перспективным является подход, вклю-
чающий глубокую дезактивацию смол, то есть 
отмывку органической матрицы ОИОС специ-

ально подобранными растворами с переводом 
ОИОС в нерадиоактивные отходы [7]. Однако 
при дезактивации ОИОС возникает проблема 
удаления из них радионуклидов, входящих в со-
став неорганических отложений, образованных в 
процессе эксплуатации и промежуточного хра-
нения смол [8, 9]. Значительную проблему пред-
ставляет загрязнение смол активированными 
продуктами коррозии (ПК), вынесенными из ак-
тивной зоны в виде частиц, в которых радио-
нуклиды коррозионной группы (

58,60
Co, 

54
Mn, 

51
Сr) 

зафиксированы в кристаллической решетке 
труднорастворимых оксидов железа [10, 11].  

Этилендиаминтетрауксусная кислота (ЭДТА) 
является аминополикарбоксилатным комплексо-
ном, образующим устойчивые комплексы с ра-
дионуклидами коррозионной группы и ионами 
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железа. Так, логарифм константы устойчивости 
комплексов Со-ЭДТА достигает 16 и 41 для Со(II) 
и Co(III), а комплексов Fe-ЭДТА – 14 и 25,7 для 
Fe(II) и Fe(III) соответственно. Благодаря этому 
ЭДТА и ее соли (главным образом, трилон Б) 
широко используются в атомной энергетике в со-
ставе дезактивирующих растворов для удаления 
продуктов коррозии с конструкционных материалов 
и механически загрязненных катионитов. 

В последнее время для переработки отходов 
все чаще предлагаются методы, включающие 
механохимическую активацию (МХА) [12–16]. В 
процессе МХА может происходить снижение 
размера частиц, образование новых поверхно-
стей, точечных дефектов, изменение кристалли-
ческой структуры [14, 15]. В настоящей работе 
исследовано влияние МХА на растворимость 
модельных железооксидных отложений в мо-
дельных дезактивирующих растворах, содержа-
щих трилон Б.  

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
В работе использовали концентрат природ-

ного магнетита и синтетический магнетит, нане-
сенный на поверхность катионита КУ-2-8. Синтез 
магнетита на поверхности катионита проводили 
в присутствии метки 

57
Со по методике, описан-

ной в работе [9]. Затем катионит перенесли в 
колонку и обработали раствором 4 М азотной 
кислоты и раствором, содержащим нитрат 
натрия и гидроксид натрия (2,25 и 0,75 М соот-
ветственно) до удаления всех обменно-
связанных с матрицей катионита радионуклидов 
с установлением постоянной удельной активно-
сти, не снижаемой последующими обработками. 
После отмывки дистиллированной водой катио-
нит обезвоживали в течение 5 ч в сушильном 
шкафу при 120 ºС. Удельная активность полу-
ченного катионита составила 154 Бк/г. 

МХА образцов оксида и катионита проводили в 
вертикальной планетарной мельнице (Сhangsha 
Tianchuang Powder Technology Co Ltd., КНР) при 
скорости 800 об./мин, материал стаканов и ша-
ров – карбид вольфрама, диаметр шара – 10 мм, 
масса шара – 7 г.  

Эксперименты по растворению и дезактива-
ции проводили в полипропиленовых емкостях с 
герметичной крышкой в статических условиях 
при перемешивании на шейкере. Растворение 
оксида проводили при соотношении Ж:Т, равном 
100, 250, 320 и 500 мл/г (для образцов, получен-
ных после МХА с реагентами, объем раствора 
относили к исходной массе оксида в смеси с реа-
гентом). Для определения содержания железа в 
растворе отбирали аликвоты объемом 0,2 мл. 
Дезактивацию катионита приводили при соотно-
шении раствор/катионит – 50 мл/г. Для опреде-
ления активности отбирали пипеткой половину 
объема раствора и измеряли активность раство-
ра (Aр), а также оставшейся смеси катионита и 

раствора (Aк+р). После измерений раствор воз-
вращали в емкость и продолжали эксперимент. 
Активность катионита, Aк, определяли по формуле  

 

к р+к р.A A A                               (1) 

 
Степень дезактивации катионита рассчиты-

вали по формуле 
 

к 0% (1 ( / )) 100,S A A                         (2) 

 
где Aк  – активность образца, Бк; A0 – исходная 
активность образца, Бк.  

Перед отбором проб для анализа проводили 
центрифугирование при скорости 2000 об./мин в 
течение 2 мин с использованием центрифуги 
МТ-45 (Hangzhou MIU Instruments Co Ltd., КНР). 
Содержание железа в растворах определяли 
атомно-абсорбционным методом на спектромет-
ре Solaar M6 (Thermo Scientific, США). Актив-
ность радионуклидов 

57
Со определяли с исполь-

зованием гамма-бета-спектрометра МКС-АТ1315 
(УП «Атомтех», Беларусь). Рентгенограммы об-
разцов записывали на дифрактометре D8 
ADVANCE (Bruker, Германия), идентификацию 
кристаллических фаз проводили с использова-
нием программы Qualx2.0 [17] и открытой кри-
сталлографической базы (COD, SQLITE3). Рас-
пределение по размеру и медианное значение 
размера частиц (d 0,5) после ультразвуковой об-
работки определяли методом лазерной дифрак-
ции на анализаторе Mastersizer 2000 с модулем 
Hydro 2000S (Malvern, Великобритания). 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
В качестве модельных отложений, вынесенных 

на ОИОС из активной зоны, был использован об-
разец природного магнетита Fe3O4. Рентгенограм-
ма образца приведена на рис. 1 (спектр 1). Можно 
увидеть, что магнетит содержит примеси гемати-
та Fe2O3, обедненных по титану ильменитов  
состава Fe1+xTi1-xO3 и шпинелоидов состава  
Fe3-xSixO4. Уже после 10 мин МХА наблюдается 
снижение рефлексов примесей (спектр 2), а при 
увеличении времени обработки до 30 мин проис-
ходит полная аморфизация примесей, о чем 
свидетельствует изменение соотношения пиков 
в спектрах: после 30–60 мин МХА наблюдаются 
дифракционная картина, характерная для чи-
стых фаз магнетита и гематита.  

Анализ распределения частиц магнетита в 
зависимости от продолжительности МХА пока-
зал, что в первые 10 мин происходит наиболее 
резкое снижение медианного размера (d 0,5), в 
дальнейшем наряду с увеличением доли частиц 
с размером менее 10 мкм, появляются крупные 
вторичные агрегаты (рис. 2). Такое поведение, 
характерное для мелкодисперсного магнетита и 
описанное в литературе [18], затрудняет изме-
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рение реального размера частиц, однако плав-
ное снижение медианного размера частиц с уве-
личением времени МХА показывает, что процесс 
измельчения магнетита продолжается. 

 

 
 

Рис. 1. Рентгенограммы магнетита: исходный образец (1); 
образцы после МХА в течение 10 (2), 20 (3), 30 (4) и 60 (5) мин 
 

Fig. 1. X-ray diffraction patterns of magnetite: initial sample (1); 
samples after MCA for 10 (2), 20 (3), 30 (4), and 60 (5) minutes 

 

 
 

Рис. 2. Распределение и медианное значение размера 
частиц (врезка) магнетита: исходный образец (1);  
образцы после МХА в течение 10 (2), 20 (3), 30 (4), 60 (5) 
и 90 (6) мин 
 

Fig. 2. Distribution and median values of the particle size 
(insert) for magnetite after MCA for 10 (2), 20 (3), 30 (4),  
60 (5), and 90 (6) minutes 

 
На рис. 3, а представлены результаты экспе-

римента по растворению магнетита трилоном Б 
до и после МХА. Влияние МХА выражается в 
резком возрастании концентрации железа в рас-
творе пропорционально времени МХА в первые 
трое суток эксперимента. Данный эффект свя-
зан, вероятнее всего, с разрушением труднорас-
творимых примесных фаз, содержащих титан и 
кремний. Далее в наклоне кинетических кривых 
не обнаруживается зависимости от времени 
МХА для активированных образцов. Это можно 
объяснить разнонаправленным влиянием двух 

факторов: с одной стороны, снижением размера 
частиц, с другой – усилением процессов агрега-
ции мелкодисперсной фракции магнетита. При 
использовании 3 М азотной кислоты происходит 
постепенное возрастание концентрации железа 
в растворе, изломов на кинетических кривых не 
наблюдается. После 60 суток контакта в азотно-
кислый раствор переходит в 3–4 раза больше 
ионов железа, чем в раствор трилона Б, однако, 
относительное содержание железа, отнесенное к 
количеству молей кислоты, значительно ниже, 
чем в эксперименте с трилоном Б (рис. 3, b). 
Наибольшая разница в относительном содержа-
нии железа в растворах трилона Б и азотной 
кислоты наблюдалась на третьи сутки экспери-
мента: в 155 раз для 10 мин МХА с плавным 
снижением до разницы в 80 раз для 90 мин МХА. 
Такое различие в относительном содержании 
железа объясняется различием механизмов рас-
творения оксида железа в зависимости от соста-
ва раствора. В присутствии минеральных кислот 
(азотной, серной) растворение происходит глав-
ным образом при участии протонов, в то время 
как в присутствии органических лигандов на рас-
творение в основном влияют процессы комплек-
сообразования и переноса заряда [19].  

Согласно литературным данным, процесс 
растворения оксидов железа в присутствии ор-
ганических лигандов включает комплексообра-
зование в растворе и на поверхности. Адсорб-
ция, в результате которой образуется поверх-
ностный комплекс, ослабляет связь металл–
кислород на поверхности кристаллической ре-
шетки. Кроме того, комплексообразование с по-
верхностным Fe(III) облегчает перенос электро-
нов между растворенным Fe(II) и поверхностным 
Fe(III) и способствует растворению поверхност-
ного Fe(III) [20]. Эксперимент по растворению 
активированного магнетита органическими кис-
лотами показывает, что эффективность раство-
рения снижается в ряду щавелевая кислота > 
аскорбиновая > лимонная (табл. 1). Константы 
устойчивости комплексов железа со щавелевой 
и лимонной кислотами (log K1) различаются не-
значительно для Fe(II)/Fe(III) и составляют 
4,7/9,4 и 3,2/11,85 соответственно. Существен-
ное различие в растворении магнетита объясня-
ется не только химией растворов этих кислот 
(диссоциация и комплексообразование), но и 
влиянием их структурных различий на поверх-
ностное комплексообразование: щавелевая кис-
лота занимает меньшую площадь на поверхно-
сти оксида, поэтому концентрация поверхност-
ных комплексов выше [22], а в отношении аскор-
биновой кислоты преобладает механизм восста-
новительного растворения (для щавелевой он 
дополняет поверхностное комплексообразова-
ние). Поэтому в щавелевой и аскорбиновой кис-
лотах растворение протекает с большей эффек-
тивностью [23].  
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Рис. 3. Относительное содержание железа в 0,02 М раствора трилона Б (а) и 3 М раствора HNO3 (b) 
в зависимости от времени растворения образцов: исходного магнетита (1) и магнетита после МХА 

в течение 10 (2), 20 (3), 30 (4), 60 (5) и 90 (6) минут. Ж:Т – 250 мл/г 
 

Fig. 3. Relative iron content in 0.02 M solution of Trilon B (a) and 3 M solution of HNO3 (b) depending 
on the dissolution time of the samples: initial magnetite (1) and magnetite after MCA 

for 10 (2), 20 (3), 30 (4), 60 (5), and 90 (6) minutes. L:S – 250 ml/g 

 
Таблица 1. Относительная концентрация железа, перешедшего в 0,05 М растворы кислот  

при растворении магнетита, активированного в течение 30 мин (Ж:Т – 100 мл/г) 
 

Table 1. Relative concentration of iron transferred to 0.05 M acids solutions at dissolution  

of magnetite activated for 30 minutes (L:S – 100 ml/g) 
 

Кислота рНисх 

Железо/кислота, моль/моль 

t, сут. 

1 3 7 10 20 30 

Щавелевая 1,55 0,584 0,610 0,641 0,650 0,603 0,599 
Аскорбиновая 2,78 0,148 0,340 0,455 0,510 0,524 0,529 
Лимонная 2,22 0,033 0,063 0,097 0,131 0,165 0,227 

 

Исходя из результатов эксперимента по рас-
творению оксида кислотами было сделано пред-
положение, что при МХА в присутствии органиче-
ских кислот, добавленных в виде сухих реагентов, 
возможны твердофазные реакции, приводящие к 

повышению эффективности растворения оксидов 
в присутствии трилона Б. В качестве активирую-
щих добавок использовали сухие реагенты – ща-
велевую, аскорбиновую, лимонную кислоты, а так-
же трилон Б (табл. 2).  

 
Таблица 2. Относительная концентрация железа, перешедшего в 0,02 М раствор трилона Б  

при растворении магнетита, активированного в течение 30 мин 
 

Table 2. Relative concentration of iron transferred to 0.02 M solution of Trilon B  

at dissolution of magnetite activated for 30 minutes 
 

МХА Растворение 
Железо/трилон Б*, моль/моль 

Реагент 
(кислота) 

Массовая 
доля реагента 

в смеси, % 
Ж:Т, мл/г 

Расчетная  
концентрация  

реагента 
в растворе, моль/л 

t, сут. 

1 7 20 30 

Щавелевая 50 100 0,079 0,312 0,399 0,483 0,498 
Аскорбиновая 50 100 0,056 0,091 0,128 0,202 0,205 
Лимонная 50 100 0,052 0,127 0,171 0,286 0,271 
Трилон Б 50 100 0,027 0,023 0,055 0,095 0,107 
Щавелевая 50 500 0,016 0,717 0,897 0,942 0,962 
Щавелевая 20 312 0,006 0,455 0,494 0,582 0,622 
Без реагентов – 100 – 0,033 0,122 0,174 0,208 
Без реагентов – 500 – 0,234 0,263 0,277 0,307 

* Отнесено к количеству трилона Б, содержащемуся в 0,02 М растворе при указанных отношениях Ж:Т. 

 



Паламарчук М. С., Шлык Д. Х., Братская С. Ю. Влияние механохимической активации … 
Palamarchuk M. S., Shlyk D. Kh., Bratskaya S. Yu. Influence of mechanochemical activation … 

 

 

668 
 

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour 
 

 

Как видно из данных, представленных в табл. 2, 
количество перешедшего в раствор железа, отне-
сенное к содержанию в растворе трилона Б, уве-
личивается. Однако при сопоставлении данных, 
представленных в табл. 1 и 2, обнаруживается, что 
фактически происходит снижение растворимости 
оксида железа по сравнению с оксидом, активиро-
ванным без реагентов: суммарная концентрация 
комплексообразующих агентов (добавленных при 
МХА кислот и содержащегося в растворе трилона 
Б) увеличивается (см. табл. 2) по сравнению с без-
реагентной МХА (см. табл. 1), а относительное со-
держание железа в растворе с учетом добавлен-
ных кислот снижается. Этот эффект хорошо виден 
на примере МХА с трилоном Б: после безреагент-
ной МХА в раствор переходит больше железа, чем 
после МХА с трилоном Б, несмотря на то что в по-
следнем случае суммарная концентрация трило- 
на Б выше. Данное явление мы связываем с обра-
зованием труднорастворимой оболочки на поверх-
ности частиц магнетита в результате твердофаз-
ной реакции с комплексообразующим реагентом. 

Как видно из рентгенограмм образцов 
(рис. 4), после МХА с реагентами обнаруживает-
ся новая кристаллическая фаза. Для магнетита, 
активированного с трилоном Б, лимонной и ас-
корбиновой кислотами, она не идентифицирова-
на, а в случае применения щавелевой кислоты 
идентифицируется оксалат железа (II) и остатки 
непрореагировавшей кислоты. При отмывке во-
дой остатки реагента растворяются, а рефлексы 
оксалата железа сохраняются. Подобный случай 
описан в работе [24]: на поверхности частиц ме-
таллического железа образовалась оболочка 
оксалата железа (II) в результате взаимодей-
ствия сухой щавелевой кислоты и поверхностно-
го гематита. Низкая растворимость образован-
ных оболочек, вероятно, препятствует переходу 
железа в раствор, особенно при низких величи-
нах Ж:Т. Увеличение отношения Ж:Т способ-
ствует растворению оксида железа, что показано 
для образца, активированного в присутствии 
щавелевой кислоты: относительная концентра-
ция железа существенно возрастает по сравне-
нию с безреагентной МХА (см. табл. 2).  

Для исследования влияния МХА на эффек-
тивность дезактивации ОИОС был использован 
модельный катионит КУ-2-8, загрязненный ради-
онуклидами 

57
Со, входящими в состав магнитных 

отложений и не удаляемыми при кислотно-
щелочной регенерации. Как видно из табл. 3, 
МХА смолы незначительно повышает десорбцию 
радионуклидов 

57
Со из магнетитовых отложений 

по сравнению с неактивированным образцом. 
При этом для образца, активированного в при-
сутствии щавелевой кислоты, после 24 ч контак-
та с раствором степень дезактивации ниже, чем 
для неактивированного образца. Однако визу-
ально, несмотря на низкую десорбцию радио-
нуклидов в раствор, в образце, активированном 
в присутствии щавелевой кислоты, наблюдалось 
полное растворение отложений в течение пер-
вых часов. Низкая степень десорбции в данном 
случае объясняется вторичной сорбцией радио-
нуклидов кобальта, высвобожденных при рас-
творении отложений, на функциональных груп-
пах катионита. Данный эффект устраняется до-
бавлением в раствор конкурирующих ионов: по-
сле добавления в растворы нитрата натрия до 
концентрации 200 г/л происходит десорбция этих 
радионуклидов из матрицы катионита.  

 

 
 

Рис. 4. Рентгенограммы магнетита: исходный образец (1); 
образцы после МХА без реагентов (2); с трилоном Б (3); 
лимонной (4), аскорбиновой (5), щавелевой (6)  
кислотами; после МХА со щавелевой кислотой  
и отмывки водой (7) 
 

Fig. 4. X-ray diffraction patterns of magnetite: initial sample 
(1), samples after MCA without reagents (2); 
with Trilon B (3); with citric acid (4), with ascorbic acid (5), 
with oxalic acid (6); 
after MCA with oxalic acid and washing with water (7) 

 
Таблица 3. Зависимость степени дезактивации (S, %) модельного катионита от условий предварительной обработки 
 

Table 3. Dependence of the decontamination degree of the model cation-exchanger on the pretreatment conditions 
 

Предварительная 
обработка катионита 

S, % 

Трилон Б, 0,02 М NaNO3, 200 г/л 

МХА Реагент 
t, ч t, ч 

1 3 24 1 24 

- - 9,08 11,8 13,9 20,5 23,2 
+ - 19,8 20,1 21,2 26,9 33,6 
+ Н2С2О4∙2Н2О 12,3 14,2 16,3 98,9 99,5 
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Следует отметить, что добавление щавеле-
вой кислоты в дезактивирующий раствор при 
дезактивации катионита, активированного в от-
сутствии реагентов, интенсифицирует растворе-
ние модельных отложений. Однако скорость 
растворения отложений при использовании ща-
велевой кислоты в качестве активатора значи-
тельно выше. Так, в табл. 4 приведены резуль-
таты эксперимента по дезактивации модельного 
катионита с использованием одинакового коли-

чества реагента, но в первом случае щавелевая 
кислота вводилась при МХА, а во втором – в 
дезактивирующий раствор. Видно, что наиболее 
эффективной дезактивации можно достичь 
предварительной МХА отложений в присутствии 
сухой щавелевой кислоты. Небольшое снижение 
степени дезактивации по сравнению с экспери-
ментом, результаты которого приведены в 
табл. 3, связано, вероятно, с более низким рН 
раствора. 

 
Таблица 4. Зависимость степени дезактивации (S, %) катионита от способа введения щавелевой кислоты  

при дезактивации раствором, содержащим 0,02 моль/л трилона Б и 200 г/л NaNO3 
 

Table 4. Dependence of the degree of decontamination (S, %) of the cation-exchange resin  

on oxalic acid introducing mode at decontamination by solution containing 0.02 mol/L of Trilon B and 200 g/L of NaNO3 
 

Способ введения щавелевой кислоты 

S, % 

t, ч 

1 3 24 

При МХА 84,5 95,7 95,9 
В дезактивирующий раствор 18,5 28,9 90,9 

 
ВЫВОДЫ 
Установлено, что при МХА модельного маг-

нетита происходит значительное уменьшение 
объема частиц и разрушение примесных фаз 
ильменита и шпинелита, в результате чего уско-
ряется растворение оксидов железа в растворах 
трилона Б и азотной кислоты. Эффективность 
перехода железа в растворы кислот увеличива-
ется пропорционально времени МХА. Предпо-
ложено, что МХА в присутствии органических 

кислот приводит к образованию на поверхности 
частиц оксида оболочек, затрудняющих раство-
рение при невысоких значениях соотношения 
Ж:Т. Для образцов после МХА со щавелевой 
кислотой наблюдали растворение оболочек при 
повышении Ж:Т. МХА катионита КУ-2-8, загряз-
ненного модельными отложениями, содержащи-
ми радионуклиды 

57
Со, с последующей дезакти-

вацией растворами на основе трилона Б позво-
лила снизить активность катионита на 95–99,5%. 
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Использование метода ИК-спектроскопии 
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Аннотация. Одним из способов очистки от канцерогенных углеводородов масляных экстрактов, 
применяемых в качестве масел-пластификаторов для резинотехнических изделий, является жид-
костная экстракция. Эффективность этого метода во многом определяется селективными и 
растворяющими свойствами разделяющего агента. Однако при осуществлении сравнительного 
анализа перспективных методов экстрагирования важно также использовать оперативные ме-
тоды исследования состава получаемых продуктов. Рассмотрено влияние природы селективных 
растворителей на эффективность очистки масляных экстрактов от полициклических аромати-
ческих компонентов, включающих канцерогенные углеводороды (бенз(а)пирен, бенз(е)пирен, 
бенз(а)антрацен, хризен, бенз(b)флуорантен и т.д.). Используя метод ИК-Фурье спектроскопии, ис-
следован структурно-групповой состав образцов очищенного масляного экстракта и экстрактов 
второй ступени очистки. Установлено, что по эффективности экстрагирования полициклических 
ароматических углеводородов из масляных экстрактов исследуемые растворители можно располо-
жить в следующий возрастающий ряд: диметилсульфоксид < N-метилпирролидон + 10% масс. эти-
ленгликоля < N-метилпирролидон + 50% масс. триэтиленгликоля. При использовании растворителя 
N-метилпирролидон + 50% масс. триэтиленгликоля снижается доля полиалкилзамещенных и кон-
денсированных ароматических структур в очищенном масляном экстракте на 16,8%, выход мас-
ляного экстракта возрастает более чем на 25% масс. в сравнении с экстракционной очисткой 
растворителем N-метилпирролидон + этиленгликоль, который обеспечивает очистку масляных 
экстрактов согласно требованиям Евросоюза (Директива № 2005/69/ЕС). Следовательно, рас-
творитель N-метилпирролидон + 50% масс. триэтиленгликоля целесообразно использовать для 
очистки масляных экстрактов от компонентов, оказывающих техногенное воздействие на окру-
жающую среду и здоровье человека, а метод ИК-спектроскопии – при анализе эффективности се-
лективной очистки масляных экстрактов. 
 

Ключевые слова: масляный экстракт, растворитель, рафинат, структурно-групповой состав, 
ИК-спектроскопия, селективная очистка  
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Abstract. Solvent extraction is a method for purifying oil extracts, which are used as oil-plasticisers for indus-
trial rubber goods, from cancerogenic hydrocarbons. The efficiency of this method is mainly determined by 
the selectivity and solvent properties of a separating agent. However, when carrying out a comparative anal-
ysis of promising extraction methods, it is necessary to use real-time methods for studying the composition of 

                                                           
1© Жолнеркевич В. И., Грушова Е. И., 2021 

https://doi.org/10.21285/2227-2925-2021-11-4-673-680
mailto:zholnerkevichv@mail.ru
https://doi.org/10.21285/2227-2925-2021-11-4-673-680
mailto:zholnerkevichv@mail.ru


Жолнеркевич В. И., Грушова Е. И. Использование метода ИК-спектроскопии при анализе … 
Zholnerkevich V. I., Grushova E. I. IR spectroscopy for analysing … 

 

 

674 
 

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour 
 

 

the resulting products. The purification efficiency of oil extracts from polycyclic aromatic components, includ-
ing carcinogenic hydrocarbons (benzo[a]pyrene, benzo[e]pyrene, benzo[a]anthracene, chrysene, ben-
zo[b]fluoranthene, etc.), was evaluated depending upon the nature of selective solvents. The structure-group 
composition of the purified oil extracts and those at the second-stage of purification was determined by FTIR spec-
troscopy. It was found that the extraction efficiency of the studied solvents towards polycyclic aromatic hydrocarbons 
from oil extracts increases in the following order: dimethyl sulfoxide < N-methylpyrrolidone + 10 wt% ethylene glycol 
<N-methylpyrrolidone +50 wt% triethylene glycol. When using a solvent comprising N-methylpyrrolidone + 50 wt% 
triethylene glycol, the proportion of polyalkyl-substituted and condensed aromatic structures in the purified oil 
extract decreases by 16.8%; the oil extract yield increases by over 25 wt% in contrast to extraction with  
N-methylpyrrolidone + ethylene glycol mixture, which meets the requirements of the European Union for oil 
extract purification (Directive No. 2005/69/EC). Therefore, we recommend the solvent comprising  
N-methylpyrrolidone + 50 wt% triethylene glycol for purifying oil extracts from components having a techno-
genic impact on the environment and human health and IR spectroscopy for efficiency assessment of sol-
vent extraction of oil extracts. 
 

Keywords: oil extract, solvent, refined oil, structure-group composition, IR spectroscopy, solvent extraction  
 

For citation: Zholnerkevich V. I., Grushova E. I. IR spectroscopy for analysing solvent extraction efficiency 
of oil extracts. Izvestiya Vuzov. Prikladnaya Khimiya i Biotekhnologiya = Proceedings of Universities. Applied 
Chemistry and Biotechnology. 2021;11(4):673-680. (In Russian). https://doi.org/10.21285/2227-2925-2021-
11-4-673-680. 

 
ВВЕДЕНИЕ 
Производство смазочных материалов из 

нефтяного сырья – это сложный многостадийный 
процесс, включающий ряд этапов экстракцион-
ной очистки дистиллятных и остаточных нефте-
продуктов от различных нежелательных компо-
нентов. При этом получаемый на каждой стадии 
экстракционного разделения побочный продукт 
(экстракт, получаемый в процессе селективной 
очистки масляного сырья, концентрат парафино-
вых углеводородов – в процессе депарафиниза-
ции рафинатов селективной очистки, асфальт – 
в процессе деасфальтизации остатка вакуумной 
перегонки мазута) также находит свое примене-
ние в различных областях народного хозяйства. 
Однако постоянное повышение экологических 
требований при использовании опасных веществ 
и препаратов обусловливает необходимость 
разработки мероприятий, обеспечивающих сни-
жение техногенных воздействий продуктов 
нефтепереработки на окружающую среду и здо-
ровье человека. Особое место по объемам про-
изводства и использования в шинной промыш-
ленности занимают масляные экстракты [1–7], 
представляющие собой концентрат полицикли-
ческих ароматических углеводородов, в том чис-
ле и канцерогенных ароматических углеводоро-
дов (например, бенз(а)-пирен, бенз(е)пирен, 
бенз(а)антрацен, хризен, бенз(b)флуорантен и 
т.д.), от которых необходимо очищать масляные 
фракции нефти.  

На сегодняшний день предложены разные 
подходы для решения данной проблемы: ком-
паундирование очищенных от канцерогенных 
компонентов ароматических и парафиновых уг-
леводородов [1]; методы алкилирования опас-
ных конденсированных ароматических углеводо-
родов, ответственных за мутацию ДНК в альфа-
положение с целью снижения вероятности уча-

стия «вау»-протона в реакциях электрофильного 
замещения [2]; очистка экстрактов селективной 
очистки масел сжиженным пропаном с последую-
щим разделением являющегося нефтяным пла-
стификатором деасфальтизата, освобожденного 
от асфальтенов и смол при нагреве до 80–90 ºС, 
на две фракции: с повышенным содержанием 
парафино-нафтеновых углеводородов (верхний 
слой) и повышенным содержанием ароматиче-
ских углеводородов (нижний слой), [3], и др. При 
этом наибольшее внимание уделяется экстрак-
ционным процессам очистки масел-пласти-
фикаторов от нежелательных компонентов [1–5]. 
В то же время актуальной задачей является раз-
работка не только способов получения канцеро-
генно-безопасных масел-пластификаторов для 
шин, каучуков, но и методов оперативного кон-
троля над их эффективностью, в том числе и при 
применении процессов экстракции с использова-
нием различных разделяющих агентов на основе 
тщательного анализа получаемых продуктов. 

Целью настоящей работы являлась оценка 
эффективности очистки полученного в процессе 
экстракции нефтяного масляного дистиллята 
экстракта селективным растворителем на основе 
анализа результатов ИК-спектрометрии струк-
турно-группового состава полученных экстрактов 
и рафинатов. В качестве селективных раствори-
телей для экстракционной очистки использовали 
известные разделяющие агенты: диметилсуль-
фоксид (ДМСО) [4]; N-метилпирролидон (N-МП) 
+ 10% масс. этиленгликоля (ЭГ) [6] и новый рас-
творитель состава 50% масс. N-метилпирроли-
дона и 50% масс. триэтиленгликоля (ТЭГ). 

Как известно [6], в процессе экстракционной 
очистки растворитель N-МП + 10% масс. ЭГ поз-
воляет получить масло, удовлетворяющее эко-
логическим требованиям Евросоюза (Директива 
№ 2005/69/EЕC) по содержанию бензо(α)пирена 

https://doi.org/10.21285/2227-2925-2021-11-4-673-680
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(<1 мг/кг), восьми канцерогенных полициклоаре-
нов (<10 мг/кг). ДМСО, используемый для селек-
тивной очистки масла, не позволяет выполнить 
эти требования. Однако анализ содержания по-
лициклических ароматических углеводородов 
(ПАУ) методом, изложенным в стандарте DIN EN 
16143-2013 (Нефтепродукты. Определение со-
держания бензо(а)пирена и выбранных полицик-
лических ароматических углеводородов в напол-
нительных маслах), включающим жидкостную 
хроматографию для двойной предварительной 
очистки и хромато-масс-спектрометрию (ГХ/МС), 
достаточно сложен и требует применения весь-
ма дорогостоящей аппаратуры, что вносит опре-
деленные сложности в разработку новых экс-
тракционных растворителей.  

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Образцы очищенного ароматического масла 

получали в результате реализации жидкостной 
экстракции в две стадии, схема которой пред-
ставлена на рис. 1.  

Жидкостную экстракцию осуществляли в 
термостатированной делительной воронке, обо-
греваемой водой из термостата. Рафинатный 
раствор промывали дистиллированной водой 
для удаления растворителя. Полученный рафи-
нат осушали цеолитом NaA. Для выделения 
масляного экстракта из экстрактного раствора 
использовали вакуумную перегонку. 

На первой стадии масляный экстракт (МЭ1) 
выделяли по промышленной технологии [8] пу-
тем селективной очистки вакуумного дистиллята 
ВД-3, полученного в процессе вакуумной пере-

гонки мазута в ОАО «Нафтан», промышленным 
экстрагентом N-метилпирролидон при 50 ºС и 
кратности растворитель : сырье, 2:1 мас. ч. Да-
лее масляный экстракт (МЭ1) первой ступени 
подвергали очистке от ПАУ методом экстракции 
диметилсульфоксидом или N-МП, содержащим 
10% масс. ЭГ, или растворителем состава 
50% масс. N-МП + 50% масс. триэтиленгликоля 
при 50 ºС и кратности растворитель : сырье, 
равной 2:1 мас. ч. Получали рафинат, то есть 
очищенный масляный экстракт (ОМЭ), и масля-
ный экстракт второй ступени очистки (МЭ2). 

Определение спектральных характеристик, 
структурно-группового и группового химического 
составов ароматических масел до и после экс-
тракционной очистки осуществляли методом  
ИК-спектроскопии. ИК-спектры анализируемых 
образцов масляных экстрактов регистрировали с 
помощью ИК-Фурье спектрометра ФСМ 1202 
(ООО «Инфраспек», Россия) в интервале волно-
вых чисел 1800–400 см

-1
. Испытуемый образец 

наносили в виде тонкого слоя на кристалл KBr. 
Отнесение полос поглощения в ИК-спектрах 
проводилось в соответствии с литературными 
данными

1
 [9–13]. На ИК-спектрах рафинатов 

(очищенные масляные экстракты) и экстрактов 
второй ступени очистки фиксировали широкий 
набор полос поглощения, соответствующих: 
ароматическим структурам разного строения – 
1600–1603, 865–867, 811–812, 746–747 см

-1
; наф-

теновым структурам – 940–953 и 1027–1033 см
-1
, ал-

кановым структурам – 720–726, 1376–1378 и 
1458–1463 см

-1
.  

 
 

Рис. 1. Блок-схема получения и очистки масляного экстракта 
 

Fig. 1. Block diagram of obtaining and purifying oil extract 
   

1
Тарасевич Б. Н. Основы ИК-спектроскопии с преобразованием Фурье. Подготовка проб в ИК-спектроскопии: 

пособие к спецпрактикуму по физико-химическим методам для студентов-дипломников кафедры органической 
химии. М.: Изд-во МГУ, 2012. 22 с. 
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
Результаты очистки указанными растворите-

лями масляного экстракта (МЭ1), выделенного в 
процессе селективной очистки вакуумного ди-
стиллята ВД-3 c помощью N-метилпирролидона, 
представлены в табл. 1. 

При анализе эффективности выбранного 
способа «облагораживания» масляного экстрак-
та необходимо исследовать его структурно-
групповой состав. 

Охарактеризовать усредненную структуру мо-
лекулы нефтяного масла можно с помощью отно-
шения интенсивностей полос поглощения, а также 
отношения оптических плотностей полос поглоще-
ния на соответствующих частотах [12–16]. 

На основании ИК-спектров (рис. 2) оценивали 
условное содержание и соотношение аромати-
ческих и парафиновых структур в очищенном 
масляном экстракте (D – оптическая плотность): 

С1=D1600/(D720+D1380) – условное отношение 
общего содержания ароматических структур к 
содержанию парафиновых структур; 

C2=(D780+D810+D860)/D1600 – условное отноше-
ние содержания полиалкилзамещенных моно-, 
би- и трициклических ароматических структур к 
общему содержанию ароматических структур; 

C3=(D810+D860)/D1600 – условное отношение 
полиалкилзамещенных би- и трициклических 
структур к общему содержанию ароматических 
структур; 

 

C4=(D780+D810+D860)/(D720+D1380) – условное от-
ношение содержания полиалкилзамещенных 
моно-, би- и трициклических ароматических 
структур к содержанию парафиновых структур; 

C5=D1600/D1460 – условное содержание арома-
тических структур; 

C6=(D810+D860)/D1460 – условное содержание 
полиалкилзамещенных моно- и конденсирован-
ных ароматических структур; 

C7=D780/D1460 – условное содержание биза-
мещенных структур бензола; 

С8=(D720+D1380)/D1460 – условное содержание 
парафиновых структур нормального и изострое-
ния. 

Результаты анализа данных ИК-спектров 
представлены в табл. 2 и на рис. 3.  

Анализ группового состава масляных продук-
тов осуществляли на основе следующих показа-
телей [12]: 

 

%Ал =(D720 + D1450 + D1380) 100/ (D720 +  
+ D1450+ D1380+ D1030 + D970 +D1600 +  

+ D870+ D810+ D750); 
%Н=(D970  + D1030) ∙ 100/(D720+D1450+D1380+  

+D1030 + D970 +D1600 + D870+D810+D750); 
%Ар=(D1600 + D870 + D810 + D750) ∙ 100/ (D720+  

+ D1450+ D1380+ D1030 + D970 +D1600 +  
+ D870 + D810 + D750), 

 

где, %Ал – содержание алифатический структур; 
%Н – содержание нафтеновых структур; %Ар – со-
держание ароматических структур. 

 

Таблица 1. Показатели экстракции очищенного масляного экстракта (nD
50

 = 1,5470)  
 

Table 1. Indicators of extraction purification of oil extract (nD
50

 = 1.5470)  
 

Показатель 
Растворитель 

ДМСО N-МП + 10% ЭГ N-МП + 50% ТЭГ 

Выход ОМЭ, % масс. 91,4 60,3 87,1 
Показатель преломления ОМЭ, nD

50 1,5445 1,5170 1,5390 
Анилиновая точка для ОМЭ, ºС 75,0 78,0 76,7 
Показатель преломления МЭ2, nD

50 1,5938 1,5550 1,5867 
 

 
 

Рис. 2. ИК-спектры масляных экстрактов, очищенных растворителями: 
N-метилпирролидон + 50% масс. триэтиленгликоля (1); диметилсульфоксид (2);  

N- метилпирролидон + 10% масс. этиленгликоль (3) 
 

Fig. 2. IR spectra of solvent purified aromatic oil: 
N-MP + 50 wt% TEG (1); DMSO (2); N-MP + 10 wt% EG (3) 
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Таблица 2. Структурно-групповой состав очищенных масляных экстрактов по данным ИК-спектрометрии 
 

Table 2. Structural and group composition of purified oil extracts according to IR spectrometry data 
 

Показатель 
Экстракт первой ступени 

(сырье) 

Растворитель 

ДМСО N-МП +10%ЭГ N-МП+50%ТЭГ 

С1 0,66 0,65 0,62 0,63 
С2 2,74 3,87 3,66 3,04 
С3 1,93 2,37 2,61 2,17 
С4 1,77 2,31 2,26 1,90 

 

 
а – ДМСО; б – N-МП + 10 % ЭГ; в – N-МП+50%ТЭГ 

 

Рис. 3. Влияние природы экстрагента на относительное содержание ароматических структур  
в очищенном масляном экстракте;  

1, 2, 3 – относительное содержание ароматических структур (C5
ОМЭ/ C5

МЭ1);  
биалкилзамещенных структур бензола (C7

ОМЭ/ C7
МЭ1);  

полиалкизамещенных би- и трициклических ароматических структур (C6
ОМЭ/ C6

МЭ1) соответственно 
 

Fig. 3. Influence of the extractant nature on the conditional relative content of aromatic structures  
in the purified oil extract; 

1, 2, 3 – relative content of aromatic structures (C5
ОМЭ/ C5

МЭ1) bialkyl substituted benzene (C7
ОМЭ/ C7

МЭ1);  
polyalkyl substituted bi- and tricyclic structures (C6

ОМЭ/ C6
МЭ1) respectively 

 

Сопоставительный анализ результатов  
ИК-спектрометрии позволил установить следу-
ющее. Очистка масляного экстракта растворите-
лем N-МП + 50% масс. ТЭГ обеспечивает 
наименьший переход ароматических структур в 
целевой продукт – ОМЭ. Наибольшее содержание 
ароматических структур в ОМЭ наблюдается при 
селективной очистке масляного экстракта ДМСО. 
Однако ДМСО и растворитель N-МП + 50% масс. 
ТЭГ позволяют лучше сохранить в составе ОМЭ 
замещенные ароматические структуры, которые не 
относятся к группе канцерогенных соединений. 

Согласно данным, представленным в табл. 2, 
обработка экстракта селективной очистки масля-
ных дистиллятов растворителями мало влияет на 
величину С1. Однако (ОМЭ) увеличение показате-
лей С2 и С3 свидетельствуют о том, что в целевом 
продукте увеличивается содержание замещенных 
ароматических структур по отношению к аромати-
ческим структурам. При этом в наибольшей степе-
ни этот процесс наблюдается при очистке сырья 

ДМСО и смесью N-МП + 10% масс. ЭГ. В резуль-
тате наименьшее значение отношения замещен-
ных ароматических структур к парафиновым струк-
турам наблюдается для масла, полученного при 
очистке сырья смесью N-МП + 50% масс. ТЭГ. 

Анализ экстрактов второй ступени селективной 
очистки (табл. 3), показывает, что наибольшее со-
держание ароматических структур (С5) наблюдается 
в МЭ2 при очистке сырья смесью N-МП + 50% масс. 
ТЭГ и, соответственно, в МЭ2 переходит меньше 
парафиновых структур нормального и изостроения: 
С8 для системы растворителей N-МП + 10% масс. 
ЭГ равно 5,23, а для системы растворителей N-МП + 
+ 50% масс. ТЭГ – 4,85. 

Очистка экстрактов селективными растворителя-
ми ДМСО, N-МП + 10% масс. ЭГ, N-МП + 50% масс. 
ТЭГ (табл. 4) позволяет практически в 2 раза сни-
зить содержание ароматических углеводородов в 
очищенном масляном экстракте и повысить содер-
жание парафино-нафтеновых углеводородов. 

Поскольку основу масляных фракций нефти 
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составляют гибридные молекулы углеводородов 
и гетероорганических соединений [19, 20], то 
есть они содержат парафиновые, нафтеновые и 
ароматические структуры, то, согласно данным 
ИК-спектрометрии, голоядерные полицикличе-

ские ароматические структуры при селективной 
очистке масляного экстракта (МЭ1) концентри-
руются в масляном экстракте второй ступени 
очистки (МЭ2). 

 

Таблица 3. Структурно-групповой состав экстрактов второй ступени (МЭ2) 
 

Table 3. Structural and group composition of extracts of the second stage 
 

Растворитель С5 С6 С7 С8 

N-МП + 10% масс. ЭГ 2,73 6,18 2,52 5,23 
N-МП + 50% масс. ТЭГ 3,70 6,18 2,24 4,85 
Исходное сырье (МЭ1) 4,01 7,73 3,15 6,21 

 

Таблица 4. Групповой состав очищенных масляных экстрактов  
 

Table 4. Group composition of purified oil extract 
 

Показатель Сырье (МЭ1) 
ОМЭ 

ДМСО N-МП + 10% ЭГ N-МП + 50% ТЭГ 

%Ал 31,83 18,77 29,85 29,71 
%Н 36,31 62,45 51,73 51,76 
%Ар 31,86 18,78 18,42 18,53 

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Таким образом, сопоставительный анализ 

структурно-группового и группового химического 
составов исходных масляных экстрактов, очи-
щенных масляных экстрактов и экстрактов вто-
рой ступени селективной очистки методом  
ИК-спектрометрии позволил установить, что се-
лективная очистка масляного экстракта первой 
ступени селективными растворителями позволя-
ет снизить содержание ароматических структур в 
ОМЭ. Эффективность очистки с целью «облаго-
раживания» масляного экстракта зависит от при-

роды используемого экстрагента. Растворитель 
N-метилпирролидон + 50% масс. триэтиленгли-
коля обеспечивает более высокий выход рафи-
ната за счет его более высокой избирательной 
способности при отделении ПАУ от замещенных 
ПАУ в сравнении с растворителями ДМСО и  
N-МП + ЭГ. При этом необходимо отметить, что 
метод ИК-спектроскопии при осуществлении со-
поставительного анализа даже малых количеств 
исследуемых веществ позволяет получить их 
качественную характеристику. 
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