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Особенности конденсации 2-хлорпиридина 
с тиомочевиной. Строение образующихся продуктов 

и их влияние на свойства покрытий 
при электрохимическом никелировании

Валентина Александровна Грабельных*, Ирина Николаевна Богданова*, 
Нина Геннадьевна Сосновская**, Наталия Владимировна Истомина**, 
Наталья Владимировна Руссавская*, Евгений Владимирович Кондрашов*,  
Роман Владимирович Бутрик**, Николай Алексеевич Корчевин*,**, 
Игорь Борисович Розенцвейг*,***
*Иркутский институт химии им. А. Е. Фаворского СО РАН, г. Иркутск, Российская Федерация 
**Ангарский государственный технический университет, г. Ангарск, Российская Федерация 
***Иркутский государственный университет, г. Иркутск, Российская Федерация 
Автор, ответственный за переписку: Грабельных Валентина Александровна, venk@irioch.irk.ru
Аннотация. Регулирование скорости подачи 2-хлорпиридина в раствор тиомочевины в этиловом 
спирте для обеспечения низкой концентрации добавляемого реагента в зоне реакции позволило 
синтезировать и спектрально охарактеризовать 2-пиридилизотиуроний хлорид. По данным спек-
троскопии ЯМР (1H,13С,15N) полученное соединение представляет собой примерно эквимолекулярную 
смесь 2-х таутомеров: ожидаемой изотиурониевой соли и хлорида пиридиния с изотиокарбамидным 
заместителем во 2-м положении. Возможность таутомерного перехода изотиурониевой соли 
в соль пиридиния определяется наличием 2-х основных центров: атомов азота изотиомочеви-
нового фрагмента и атома азота пиридинового кольца. Квантово-химический анализ методом DFT 
показывает, что свободные энергии таутомеров оказались близки, при этом протонированный 
по имидному атому азота таутомер оказался на 2,9 ккал/моль (в газовой фазе) и на 4,7 ккал/моль 
(при учете растворителя ДМСО на уровне PCM) более выгодным в сравнении с пиридиниевой 
солью. Небольшая разница в энергиях таутомеров определяет их образование примерно в экви-
молекулярном количестве. При быстром прибавлении (5–10 мл/мин) 2-хлорпиридина к раствору 
тиомочевины в зоне реакции создается избыток реагента, который, воздействуя как основание, 
провоцирует расщепление изотиурониевой соли, что приводит к дополнительному образованию 
в реакционной среде бис(2-пиридил)сульфида – ценного лиганда для получения координационных 
соединений. Синтезированная смесь таутомеров была исследована в качестве добавки в стан-
дартный электролит никелирования. В концентрации 0,3–0,5 г/л добавка обеспечивала получение 
блестящих низкопористых никелевых покрытий при достаточно высокой плотности тока 5–10 А/дм2  
с выходом по току 98–99 %.

Ключевые слова: 2-хлорпиридин, изотиурониевая соль, таутомерия, квантово-химический расчет, 
бис(2-пиридил)сульфид, блестящее никелирование
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ВВЕДЕНИЕ
При конденсации органических галогенидов 

с тиомочевиной образуются изотиурониевые 
соли, которые широко используются в органи-
ческом синтезе для получения тиолов [1] или суль- 
фидов [2–4], а также в синтезе сульфанилпирими-
динов [5]. Кроме того, некоторые изотиурониевые 
соли применяются в аналитической химии [6] 
и в биохимических исследованиях [7, 8]. Среди 
изотиурониевых солей обнаружены эффективные 
противораковые агенты [9]. Показано, что изотиу-
рониевые соли выступают в качестве эффективных 
ингибиторов коррозии [10, 11], а при добавлении 

в электролит никелирования способствуют фор-
мированию на поверхности стальных деталей 
блестящих практически беспористых никелевых 
покрытий [12, 13].

Наличие пиридинового фрагмента в органи-
ческой части изотиурониевой соли, несомненно, 
может существенно увеличить практическую 
ценность соответствующих солей. Это касается 
не только биохимического применения солей изо-
тиурония, поскольку биологическая активность 
производных пиридина хорошо известна [14, 15], 
но и их использования в других направлениях, 
например, в качестве добавки в электролиты 
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никелирования. Пиридиновые соединения в этом 
направлении достаточно интенсивно изучаются 
(например, в работах [16, 17]).

Хотя сведения о получении пиридиновых изо-
тиурониевых солей встречаются в патентной лите-
ратуре1, спектральные и другие аналитические 
характеристики при этом не обсуждаются.

Целью предлагаемой работы является анализ 
особенности реакции 2-хлорпиридина с тиомоче-
виной, исследование строения с использованием 
спектральных методов и квантово-химических рас-
четов получаемых при этом продуктов и изучение 
возможности их применения в качестве добавки 
в электролит никелирования.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реакцию 2-хлорпиридина с тиомочевиной 

проводили в среде этанола, в котором предва-
рительно при температуре 70 °C растворяли 
необходимое количество тиомочевины. При этой 
температуре в полученный раствор прикапывали 
2-хлорпиридин. Реакционную смесь переме-
шивали 15 ч при кипении (~80 °C). Оказалось, 
что характер образующихся продуктов опреде-
ляется скоростью добавления 2-хлорпиридина.

Получение таутомерной смеси 2-пиридилизо-
тиуроний хлорида (1а) и хлорида 2-пиридинийи-
зотиомочевины (1б). В 36 мл этанола растворяли 
4,57 г (0,06 моль) тиомочевины. К полученному 
раствору в течение 1 ч добавляли по каплям 
6,81 г (0,06 моль) 2-хлорпиридина. Скорость 
прикапывания – 0,1 мл/мин. После перемеши-
вания кипящей реакционной смеси в течение 15 ч  
частично отгоняли этанол (~20 мл) в вакууме 
(70 мм рт. ст.), раствор охлаждали до 25 °C 
и остаток выливали в 200 мл диэтилового эфира. 
При стоянии в холодильнике (10 ч) выпадала 
желтая высоковязкая масса. Растворитель 
отделяли декантацией, остаток 5 раз промывали 
эфиром (50 мл), сушили в вакууме. Масса про-
дукта – 11,4 г (100 %). Найдено,%: С 37,89; Н 4,41; 
S16,64; Cl 18,63; N22,10; C6H8SClN3. Вычислено,%: 
С 38,00; Н 4,22; S16,89; Cl 18,73; N22,16.

Спектры ЯМР1Н,13С и 15N (спектрометр Bruker 
DPX-400 (Bruker Corporation, США), рабо- 
чая частота 400,13; 100,62 и 40,6 МГц, раствори- 
тель ДМСО-d6, внутренний стандарт (1Н,13С) – 
ГМДС, внешний стандарт (15N)–NН3 показывают 
наличие в продукте 2-х соединений – 1а и 1б 
в соотношении ~1:1. Спектр ЯМР1Н, δ, м. д.; 
узкие мультиплеты (первым приводится 
сигнал, отнесенный нами к соединению 1а, 
вторым – сигнал, соответствующий резонансу 
протонов соединения 1б: 8,55; 8,61 (Н 6); 7,53;  
7,72 (Н 3); 7,40; 7,91 (Н 4, 5). Интенсивность сиг-
налов соответствует количеству атомов водорода. 
Протонам при атомах азота соответствуют  
3 уширенных сигнала: 9,66; 9,78; 9,30 м. д. Спектр  
ЯМР13С, δ, м. д.: 154,70; 170,33 (С 2); 150,83; 

154,66 (С 6); 139,32; 149,36 (С 4); 126,62; 128,04; 
123,18; 124,76 (С 3, 5); 167,30; 161,96 (SСN2). 
В спектре ЯМР15N присутствуют 5 сигналов, δ, 
м. д.: 85,2; 78,0; 75,8; 70,2; 64,7, которые соответ-
ствуют пяти разновидностям атомов азота (NH2 
в соединении 1а, N+–Н в пиридине, N в пиридине, 
NH2 в соединении 1б, =NH в соединении 1б), 
однако конкретно разнести сигналы не предста-
вилось возможным.

Бис(2-пиридил)сульфид (2) образуется 
наряду с соединениями 1а и 1б при быстром 
прибавлении 2-хлорпиридина к раствору тио-
мочевины, причем выход сульфида 2 зависит 
от скорости добавления. При добавлении 2-хлор-
пиридина со скоростью 10 мл/мин продукт 2 
переходил в эфирный экстракт. Из остатка 
после удаления эфира очищен колоночной 
хроматографией на силикагеле (элюент хло-
роформ), выход 12 %. Спектр ЯМР1Н (СDCl3), 
δ, м. д.: 8,49 (H 6); 7,57 (H 4); 7,39 (H 3); 7,11 
(H 5). ЯМР13С, δ, м. д.: 156,62 (С 2); 149,93 (С 6); 
136,84 (С 3); 125,65 (C4); 121,54 (С 5). Масс-
спектр (прибор Shimadzu GCMS-QP5050A (Shi-
madzu, Япония), хроматографическая колонка 
SPB-5, 60000х0,25 мм (Agilent Technologies, 
США), электронная ионизация, 70 эВ), при-
водятся m/z, характеристика иона, интенсив-
ность,%, от максимального пика: 189 (М+Н)+ 20,  
188 М+.50, 187 (М-Н)+ 100, 78 (С5H4N)+ 40,  
51 (C4H3)+ 50, 39 (C3H3)+ 25. Спектр ЯМР1Н соот-
ветствует данным работы [18].

Квантово-химические расчеты выполнены 
в программе Gaussian 092 методом B3LYP 
в базисе 6–311+G** в газовой фазе и в раство-
рителе ДМСО. Учет растворителя проводился 
в приближении модели поляризационного конти-
нуума (PCM). Проведена полная оптимизация гео-
метрии в указанных методе и базисе, и выполнен 
расчет колебательных частот.

Блескообразующий эффект смеси таутомеров 
1а и 1б был исследован на установке никелиро-
вания, включающей источник постоянного тока, 
электроизмерительные приборы, электролизер 
и медный кулонометр. В качестве образцов для 
нанесения покрытия использованы стальные 
пластинки (площадь 3,66 см2). Состав элек-
тролита: 270–300 г/л NiSO4 7H2O, 12 г/л NaCl,  
40 г/л H3BO3. Перед нанесением покрытия в элек-
тролит вводили добавку смеси (1а+1б) в коли-
честве 0,3–0,5 г/л. Электролиз проводили при 
температуре 50 °C и рН 4,9–5,1 (рН-метр рН-410, 
корректировка рН добавлением HCl или карбоната 
никеля). Качество покрытия (блеск, наличие 
питтингов, гладкость поверхности) оценивали 
визуально. Количественно блеск определяли 
на фотоэлектрическом блескомере БФ5–45/0/45 
(ООО «Неразрушающий контроль», Россия) 
по методике, представленной в работе [13].  
Методика определения пористости покрытия 

1 Китайский патент CN 103102301В (2013).
2 Frisch M. J., Trucks G. W., Schlegel H. B., Scuseria G. E., Robb M. A., Cheeseman J. R., et al. Fox Gaussian 09, Revision 
C.01. Inc., Wallingford CT, 2009. 
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приведена там же [13]. Результаты блескообра-
зующего действия добавки продемонстрированы 
в таблице.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
При медленном добавлении 2-хлорпиридина 

к раствору тиомочевины с количественным выходом 
образуется маслообразный продукт, который 
по данным спектроскопии ЯМР (1H,13С,15N) пред-
ставляет собой смесь таутомеров 1а и 1б. Соотно-
шение таутомеров 1а:1б ~ 1:1 (с небольшим пре-
обладанием 1а), оно не изменяется при хранении.

Квантово-химические расчеты изомеров изо-
тиурониевой соли, протонированных по разным 
атомам азота (пиридиновому либо имидному), 
показали, что таутомер 1а оказался всего на  
2,9 ккал/моль (газовая фаза) более выгодным в срав-
нении с таутомером 1б. Учет растворителя (ДМСО) 
в приближении метода поляризационного континуума 
(PCM) привел к несколько большей разнице сво-
бодных энергий изомеров – 4,7 ккал/моль. Интересно 
отметить, что таутомеры изотиурониевой соли суще-
ствуют только в таких конформациях, в которых атом 
водорода протонированной группы NH всегда имеет 
внутримолекулярную водородную связь с основным 
атомом азота той же молекулы.

При быстром прибавлении 2-хлорпиридина 
в зоне реакции образуется повышенная концен-
трация этого соединения. Хлорпиридин, подобно 
самому пиридину, обладает основными свой-
ствами. Действие оснований на изотиурониевые 
соли приводит к их расщеплению с образованием 
тиолят-анионов. Именно эта реакция служит 

основой для получения тиолов и сульфидов [1–5]. 
Известно использование органических аминов 
в качестве оснований для расщепления изотиу-
рониевых солей [19]. Такое расщепление может 
наблюдаться и при действии 2-хлорпиридина 
на изотиурониевую соль 1а.

Выход сульфида 2 (на взятый хлорпиридин) 
определяется скоростью прибавления 2-хлор-
пиридина к реакционной смеси. Использование 
избытка (1,5 по отношению к тиомочевине) 
2-хлорпиридина и быстрое его прибавление 
в зону реакции позволило получить сульфид 2 
с выходом 58 %, однако при этом в реакционной 
смеси (после 15 ч) остается непрореагировавший 
2-хлорпиридин (~8 %).

Бис(2-пиридил)сульфид 2 является ценным 
органическим лигандом, используемым для полу-
чения комплексов металлов [20]. Обычно его син-
тезируют реакцией 2-бромпиридина с труднодо-
ступным 2-меркаптопиридином (выход 72 %) [18] 
или реакцией 2-бромпиридина с тиомочевиной 
в этаноле (кипячение 60 ч) с последующим хро-
матографическим выделением (выход 80 %) [20]. 
Использование для этого синтеза более доступного 
2-хлорпиридина является более привлекательным.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
При медленном введении 2-хлорпиридина 

в этанольный раствор тиомочевины образуется 
продукт конденсации, который представляет 
собой смесь 2-х таутомеров: 2-пиридинизотиу-
роний хлорид и хлорид пиридиния с изотиокарба-
мидным заместителем в примерном соотношении 
1:1. Квантово-химические расчеты показывают 
достаточно близкую энергию таутомеров как 

Использование смеси таутомеров (1а+1б) при электрохимическом никелировании 
Tautomers (1а+1б) mixture applying during electrochemical nickel plating

Концентрация 
добавки, г/л

Плотность 
тока, А/дм2

Выход 
по току,%

Блеск, 
%

Пористость, 
пор/см2 Примечание

0,30 5 98 105 3 Блеск по всей поверхности, единичные 
питтинги

0,35 5 99 107 5 Небольшие матовые участки

0,40 15 98 123 3 Блеск по всей поверхности, единичные 
питтинги

0,42 5 99 121 3 Блеск по всей поверхности, видимых дефектов 
нет

0,42 10 98 92 4 Блеск по всей поверхности, единичные 
питтинги

0,50 10 99 140 2 Блеск по всей поверхности, видимых дефектов 
нет
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в газовой фазе, так и в среде ДМСО. Структура 
таутомеров подтверждена методами ЯМР-спек-
троскопии. Быстрое прибавление 2-хлорпиридина 
к раствору тиомочевины позволяет получить 
с выходом 58% бис(2-пиридил)сульфид – ценный 
лиганд для формирования практически зна- 
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чимых координационных соединений переходных 
металлов.

Смесь таутомеров исследована в качестве 
добавки в электролит никелирования, что позволило 
получить блестящие беспористые никелевые 
покрытия.
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Аннотация. В последнее время в качестве сорбционных материалов для очистки воды от загрязня-
ющих веществ часто используют отходы промышленного и сельскохозяйственного производства. 
Адсорбенты получали из подсолнечной лузги для очистки сточных вод от ионов хрома (VI). Иссле-
дования проводили на немодифицированной и модифицированной подсолнечной лузге и модельном 
растворе сточных вод, содержащем 10 мг/дм3 ионов хрома (VI). Для модификации подсолнечной лузги 
использовали растворы кислот (Н2SO4, HNO3, HCl, Н3PO4) и щелочей (KOH, NaOH). Максимальную 
сорбционную емкость выявили у подсолнечной лузги, обработанной серной кислотой, поэтому в 
дальнейших опытах использовали только этот модифицирующий агент. Модификацию проводили 
1−4 М растворами Н2SO4 при температурах 30−75 °С в течение 30−120 мин. Результаты проведен-
ных исследований показали, что кислотная модификация подсолнечной лузги более эффективна, 
чем ее обработка щелочами. До достижения 3 М концентрации серной кислоты сорбционная ем-
кость модифицированной ей подсолнечной лузги увеличивается, а затем начинает снижаться. Был 
построен 3-уровневый полный факторный план эксперимента, который позволил определить, что 
максимальная сорбционная емкость подсолнечной лузги достигается при ее модификации серной 
кислотой, имеющей концентрацию, равную 2,5 М, и температуру 60 °С. Проведенные исследования 
показали, что адсорбенты, полученные из подсолнечной лузги, можно использовать для удаления 
ионов хрома (VI) из сточных вод. Наиболее оптимальной и эффективной является методика мо-
дификации, при которой подсолнечную лузгу обрабатывают 2,5 М раствором серной кислоты при 
температуре 60 °С в течение 30 мин, промывают дистиллированной водой и высушивают при тем-
пературе  105 °С до постоянной массы.

Ключевые слова: сточная вода, удаление, тяжелые металлы, хром (VI), сорбционная емкость, под-
солнечная лузга
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Abstract. At present, industrial and agricultural waste is often used as sorption materials for water remediation. 
Adsorbents obtained from sunflower husks were used for wastewater treatment from chromium (VI) ions. 
Studies were carried out using unmodified and modified sunflower husk and a model wastewater solution 
containing 10 mg/dm3  of chromium (VI) ions. Solutions of acids (H2SO4, HNO3, HCl, H3PO4) and alkalis (KOH, 
NaOH) were used to modify sunflower husks. The maximum sorption capacity was revealed in sunflower husks 
treated with sulfuric acid; thus, this modifying agent only was used in further experiments. The modification 
was carried out using 1–4 M solutions of H2SO4 at 30–75 °C for 30–120 min. The research results showed 
that the acid treatment of sunflower husks is more effective than that using alkalis. The sorption capacity of 
the modified sunflower husk increased up to the concentration of sulfuric acid of 3 M, followed by a further 
decrease. A full factorial design having 3 factors of the experiment was set, which allowed the maximum 
sorption capacity to be identified. The optimal modification procedure was as follows: sunflower husks are 
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treated using 2.5 M sulfuric acid solution at 60 °C for 30 min, washed with distilled water and dried at 105 °C 
to a constant weight. Studies showed that adsorbents obtained from sunflower husks can be used to remove 
chromium (VI) ions from wastewater.
Keywords: wastewater, removal, heavy metals, chromium (VI), sorption capacity, sunflower husk
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ВВЕДЕНИЕ
Загрязнение воды тяжелыми металлами пред-

ставляет серьезную угрозу как для здоровья чело-
века, так и для окружающей среды. Большинство 
тяжелых металлов являются чрезвычайно токсич-
ными и наносят серьезный вред всем формам жиз-
ни, в том числе людям, при превышении допусти-
мого уровня их содержания в различных оболочках 
биогеосферы. Тяжелые металлы также не поддают-
ся биологическому разложению и имеют тенденцию 
накапливаться в живых организмах. В связи с бы-
стрым развитием цивилизации в течение послед-
него столетия повышенные количества тяжелых 
металлов регулярно попадают в поверхностные и 
грунтовые воды через сбросы сточных вод промыш-
ленных предприятий [1, 2]. 

Хром (особенно 6-валентный) является одним 
из наиболее токсичных загрязнителей подземных и 
сточных вод. У человека Cr (VI) вызывает ряд за-
болеваний, таких как аллергический дерматит, по-
вреждения печени, застой в легких, диарею, тош-
ноту и рвоту или изъязвления [3, 4]. Загрязнение 
гидросферы хромом (VI) в основном происходит 
из сточных вод гальванического, кожевенного, кра-
сильных, текстильных и других производств, ис-
пользующих Cr (VI) [4]. 

Большинство распространенных методов удале-
ния тяжелых металлов из водных растворов имеют 
многочисленные недостатки, среди которых низкая 
эффективность и высокая стоимость [5]. Адсорбция 
является одним из наиболее широко используемых 
и эффективных, удобных и недорогих методов 
очистки сточных вод с целью удаления из них ши-
рокого спектра загрязняющих веществ, в том числе 
ионов тяжелых металлов [6−10].

В последнее время интенсивно развивается но-
вое направление в практике очистки воды от раз-
личных загрязняющих веществ – использование 
в качестве сорбционных материалов отходов про-
мышленного и сельскохозяйственного производ-
ства. Отходы переработки сельскохозяйственного 
сырья имеют ежегодно возобновляемую базу, они 
дешевы, нетоксичны и экологически безопасны, 
практически повсеместно доступны для использо-
вания, обладают удовлетворительными сорбци-
онными показателями по отношению к различным 
загрязнителям природных и сточных вод [9, 11], но 
часто их утилизация является серьезной пробле-
мой для производителей и переработчиков сельско-
хозяйственной продукции [11].  

Подсолнечник − один из самых распространен-
ных масличных культур в мире [12]. Лидерами по 
производству подсолнечного масла являются Рос-

сийская Федерация, Украина, Евросоюз, Аргентина 
и Турция. Из-за постоянного роста населения плане-
ты неуклонно увеличивается спрос на семена подсо-
лнечника, подсолнечное масло и побочные продук-
ты переработки подсолнечника. Подсолнечная лузга 
образуется при производстве пищевого масла, и ее 
утилизация является важной экологической про-
блемой [9]. Большую часть образующейся подсол-
нечной лузги применяют для производства энергии 
путем сжигания [13], что может создать проблемы ее 
переработки и увеличить загрязнение атмосферы 
[14], а также для получения биоэтанола и биодизе-
ля, которые используют в качестве альтернативных 
видов топлива [13]. Развивается новое направление 
утилизации подсолнечной лузги – применение ее 
в качестве адсорбента для извлечения различных 
поллютантов из сточных и природных вод [13−15]. 
Достоинствами подсолнечной лузги как исходно-
го материала для производства адсорбентов для 
очистки воды являются ее доступность в течение 
всего года, разнообразная химическая гетероген-
ность входящих в ее состав лигнина и целлюлозы, 
а также наличие различных кислородсодержащих 
функциональных групп, таких как гидроксильные и 
карбоксильные группы [9]. Недостатками подсол-
нечной лузги являются большой удельный объем и 
способность к самовозгоранию [16]. 

Для очистки воды лузгу используют в нативном 
и модифицированном виде [17, 18], также приме-
няют биоугли, полученные из подсолнечной лузги  
[4, 7, 10, 13−15, 19, 20]. Применение подсолнечной 
лузги для очистки воды может улучшить экологи-
ческое состояние гидросферы и способствовать 
решению проблемы утилизации отходов производ-
ства растительных масел [11]. 

Цель исследования – получение адсорбентов из 
подсолнечной лузги для очистки сточных вод от ио-
нов хрома (VI). 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Объектом исследований являлась подсолнеч-

ная лузга, полученная в ЗАО «Самараагропром-
переработка» и высушенная в сушильном шкафу  
ПЭ-4610 (Экоприбор, Россия) при температуре 105 °С 
до постоянной массы. Модельный раствор сточных 
вод, содержащий ионы хрома (VI), приготовлен пу-
тем растворения заданной массы бихромата калия 
(K2Cr2O7) в дистиллированной воде, чтобы достичь 
концентрации ионов хрома (VI), равной 10 мг/дм3.

Для улучшения сорбционных свойств был про-
веден ряд модификаций подсолнечной лузги. Для 
выбора наиболее эффективного реагента-моди-
фикатора к навескам подсолнечной лузги массами 
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по 10 г каждая приливали по 200 см3 1 М раство-
ров кислот (Н2SO4, HNO3, HCl, Н3PO4) и щелочей 
(KOH, NaOH) и перемешивали. Для исследования 
влияния концентрации реагента на сорбционные 
свойства к навескам подсолнечной лузги массами 
по 10 г каждая приливали по 200 см3 2 М, 3 М, 4 М 
растворов Н2SO4 и перемешивали. Процесс моди-
фикации проводили в термостате при температуре 
30 °С в течение 30 мин. Для определения влияния 
температуры модификации на сорбционные свой-
ства к навескам подсолнечной лузги массой по 10 г 
каждая приливали по 200 см3 1 М раствора Н2SO4 и 
перемешивали. Модификацию проводили в термо-
статах при температурах 30, 45, 60 и 75 °С в течение 
30 мин. Для изучения влияния продолжительности 
воздействия реагента на сорбционные свойства на-
вески подсолнечной лузги массами по 10 г каждая 
заливали 1 М раствором Н2SO4 объемом 200 см3 
и перемешивали. Процесс обработки проводили в 
термостате при температуре 30 °С в течение 30, 60, 
90 и 120 мин. 

Для оптимизации методики получения сорбен-
та из модифицированной подсолнечной лузги для 
очистки сточных вод от хрома (VI) использовали 
систему статистического анализа Statistica 10.0, в 
которой для построения 3-уровневого полного фак-
торного плана потребовалось проведение дополни-
тельных опытов. При постановке дополнительных 
опытов к 2-м навескам подсолнечной лузги массами 
по 10 г каждая приливали по 200 см3 2 М раство-
ра Н2SO4. Один процесс модификации проводили в 
термостате при температуре 45 °С, а другой – при 
температуре 60 °С в течение 30 мин. Еще к 2-м на-
вескам подсолнечной лузги массами по 10 г каждая 
приливали по 200 см3 3 М раствора Н2SO4. Один 
процесс модификации проводили в термостате при 
температуре 45 °С, а другой – при температуре 60 °С  
в течение 30 мин. 

Модифицированную лузгу отфильтровывали че-
рез марлю и 3 раза промывали дистиллированной 
водой объемом 200 см3. Модифицированную лузгу 
высушивали в сушильном шкафу ПЭ-4610 (Экопри-
бор, Россия)  при температуре 105 °С до постоян-
ной массы и использовали для проведения опытов 
по очистке модельного раствора сточных вод.

Для изучения сорбирующих свойств к навескам 
немодифицированной (контроль) и модифициро-
ванной подсолнечной лузги массами по 1 г каждая 
приливали по 200 см3 модельного раствора сточных 
вод, содержащего 10 мг/дм3 ионов хрома (VI). Колбы 
плотно закрывали пробками и энергично встряхива-
ли в течение 2 ч на орбитальном шейкере-инкубато-
ре ES 20/60 (Biosan, Латвия) с частотой вращения 
150 оборотов в минуту при комнатной температуре. 
Сорбенты удаляли фильтрацией через фильтро-
вальную бумагу «красная лента». В фильтратах 
определяли остаточные концентрации ионов хрома 
фотометрическим методом с дифенилкарбазидом1.

Сорбционную емкость подсолнечной лузги рас-
считывали по формуле2:

                                 
                                     , мг/г,

где С0 – начальная концентрация ионов хрома (VI) в 
модельном растворе сточных вод, мг/дм3; Сτ – кон-
центрация ионов хрома (VI) в модельном раство-
ре сточных вод в определенный момент времени,  
мг/дм3; V – объем модельного раствора сточных 
вод, используемый для проведения исследований, 
см3; m – масса сорбционного материала, используе-
мая для очистки модельного раствора сточных вод, 
г; 1000 – коэффициент пересчета см3 в дм3.

Эксперименты проводили в 3-кратной повтор-
ности. Математическую обработку результатов осу-
ществляли с применением программы Statistica10.0. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Результаты проведенных исследований показа-

ли, что модификация подсолнечной лузги раство-
рами гидроксидов калия и натрия снижает адсор-
бционные свойства подсолнечной лузги до такой 
степени, что полученные адсорбенты полностью те-
ряют способность адсорбировать ионы хрома (VI).  
Вероятно, это связано с тем, что гидроксиды калия 
и натрия откладываются на волокнах лигнина и цел-
люлозы, входящих с состав подсолнечной лузги, и 
таким образом блокируют центры связывания ими 
ионов хрома (VI). 

Кислотная модификация подсолнечной лузги бо-
лее эффективна, чем обработка щелочами. Самую 
высокую сорбционную емкость в отношении ионов 
хрома (VI) имеет подсолнечная лузга, обработанная 
1 М раствором серной кислоты, а наименьшую – 
лузга, модифицированная 1 М раствором фосфор-
ной кислоты (рис. 1).  
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Рис. 1. Зависимость сорбционной емкости 
подсолнечной лузги от вещества, применяемого  

для ее модификации
Fig. 1. Effect of modifier on sorption capacity  

of sunflower seed husk 

1 ПНДФ 14.1:2:4.52-96. Количественный химический анализ вод. Методика измерений массовой концентрации 
ионов хрома в питьевых, поверхностных и сточных водах фотометрическим методом с дифенилкарбазидом. М., 
2016. 22 с.
2 Фролов Ю. Г. Курс коллоидной химии. Поверхностные явления и дисперсные системы. М.: Химия, 1988. 464 с. 
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В связи с тем, что максимально сорбционную 
емкость к ионам хрома (VI) увеличила обработка 
подсолнечной лузги серной кислотой, в дальней-
ших опытах в роли модифицирующего реагента 
была использована только серная кислота. 

С увеличением концентрации серной кисло-
ты сорбционная емкость модифицированной ей 
подсолнечной лузги увеличивается до достиже-
ния кислотой 3 М концентрации, а затем начинает 
снижаться (рис. 2). Вероятно, это связано с тем, 
что слишком высокая концентрация серной кис-
лоты нарушает пористую структуру лузги, разъе-
дая стенки пор, в результате чего лузга начинает 
терять возможность удерживать ионы хрома. Дан-
ные литературы свидетельствуют о том, что при 
возрастании концентрации кислоты, используемой 
для обработки растительного материала, благода-
ря образованию и расширению пор, а также более 
неоднородному распределению их по размерам 
увеличиваются удельная поверхность и сорбцион-
ная емкость получающихся адсорбентов [21−24]. 

Температура воздействия 1 М раствора серной 
кислоты оказывает благоприятное влияние на со-
рбционные свойства модифицированной ей под-
солнечной лузги. Сорбционная емкость постепен-
но увеличивается при возрастании температуры 
модифицирующего реагента (рис. 3). Возможно, 
повышенная температура обеспечивает гидрата-
цию и набухание обрабатываемого растительного 
материала, что облегчает доступ серной кислоты 
к молекулам лигнина и целлюлозы, расположен-
ным внутри подсолнечной лузги [21]. 

Изменение продолжительности воздействия ре-
агента практически не оказывает влияния на сорб-
ционные свойства подсолнечной лузги (рис. 4), т. к. 
различия в сорбционных емкостях минимальны и 
скорее вызваны погрешностью. По-видимому, про-
должительность воздействия серной кислоты на 
подсолнечную лузгу при ее модификации не явля-
ется достаточно существенным фактором, поэтому 
в дальнейших расчетах его можно не учитывать.
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Рис. 2. Зависимость сорбционной емкости 
подсолнечной лузги от концентрации серной кислоты, 

применяемой для ее модификации
Fig. 2. Relationship between sorption capacity of 

sunflower seed husk and sulfuric acid concentration 
applied as its modifier
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Рис. 3. Зависимость сорбционной емкости 
подсолнечной лузги от температуры, применяемой 

для ее модификации
Fig. 3. Relationship between sorption capacity of 
sunflower seed husk and modifying temperature
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Рис. 4. Зависимость сорбционной емкости 
подсолнечной лузги от продолжительности ее 

модификации
Fig. 4. Relationship between sorption capacity of 

sunflower seed husk and duration of its modification

Трехуровневый полный факторный план эксперимента 
по модификации подсолнечной лузги
Three-level full factorial plan of experiment on sunflower 
seed husk modifying

№ 
опыта

Факторы Отклик
Температура  
воздействия  
реагента (Т), 

°С

Концентрация 
реагента (С), М

Сорбционная 
 емкость 
(Х), мг/г

1 30 1 0,44
2 30 2 0,57
3 30 3 0,80
4 45 1 0,52
5 45 2 0,49
6 45 3 0,57
7 60 1 0,59
8 60 2 0,85
9 60 3 0,44
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На основании предварительных эксперимен-
тов было установлено, что факторами, оказы-
вающими наибольшее влияние на сорбционную 
емкость, являются концентрация реагента и тем-
пература, при которой он воздействует на лузгу. 
На основании этого был построен 3-уровневый 
полный факторный план эксперимента, пред-
ставленный в таблице.

Поверхность отклика полученной математиче-

ской модели описывается следующим уравнени-
ем:

X = 0,586 + 0,012Т + 0,043С - 0,044Т2 + 0,038С2 
Адекватность уравнения подтверждается нор-

мальным вероятностным графиком распределе-
ния остатков (рис. 5). 

Нормальное распределение остатков на гра-
фике также подтверждает адекватность получен-
ной модели. Графическая интерпретация полу-
ченной модели представлена на рис. 6 и 7.

Из диаграммы поверхности отклика, а также из 
профилей предсказанных значений и функций же-
лательности видно, что максимальная сорбционная 
емкость лузги достигается при концентрации реа-
гента (Н2SO4), равной 2,5 М, и температуре 60 °С. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Адсорбенты, полученные из немодифицирован-

ной и модифицированной лузги подсолнечника, яв-
ляются эффективными для удаления ионов хрома 
(VI) из сточных вод. Для очистки воды от хрома (VI) 
наиболее оптимальной и эффективной является 
методика модификации, при которой подсолнечную 
лузгу обрабатывают 2,5 М раствором серной кисло-
ты при температуре 60 °С в течение 30 мин, промы-
вают дистиллированной водой и высушивают при 
температуре 105 °С до постоянной массы. 

Рис. 5. Нормальный вероятностный график остатков 
для сорбционной емкости подсолнечной лузги 

Fig. 5. Normal probability plot of the rests for sorption 
capacity of sunflower seed husk

Рис. 6. Поверхность отклика для сорбционной 
емкости подсолнечной лузги

Fig. 6. Response surface for sorption capacity  
of sunflower seed husk
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Аннотация. Цель работы состояла в направленном синтезе новой фазы Rb5Li1/3Zr5/3(MoO4)6 и определении 
ее кристаллографических, термических и электрофизических свойств. Методом твердофазной реакции 
проведен направленный синтез фазы Rb5Li1/3Zr5/3(MoO4)6 в диапазоне температур 350–470 °С. Установ-
лено, что синтезированное соединение Rb5Li1/3Zr5/3(MoO4)6 кристаллизуется в тригональной сингонии 
(пр. гр. R3с, Z = 6) и согласно данным дифференциальной сканирующей калориметрии претерпевает 
размытый фазовый переход первого рода. Структура тройного молибдата Rb5Li1/3Zr5/3(MoO4)6 состоит 
из MoO4-тетраэдров и октаэдрически координированных MO6-полиэдров. Для данной структуры харак-
терно статистическое распределение атомов лития и циркония в позиции M (M1 = 0,790 Zr + 0,210 Li,  
M2 = 0,877 Zr + 0,123 Li). Атомы Rb располагаются в крупных пустотах тетраэдро-октаэдриче-
ского каркаса. Исследованы электрофизические свойства тройного молибдата Rb5Li1/3Zr5/3(MoO4)6, 
обладающего каркасной структурой, благоприятной для ионного транспорта. Выявлена корреляция 
диэлектрических и термических характеристик в высокотемпературной области вблизи фазового 
перехода. Температурные и частотные зависимости электропроводности измерены в интервале 
температур 473–873 К в режимах нагрева и охлаждения в частотном диапазоне 1–10 кГц. Соединение 
обладает высокой термоактивированной проводимостью, достигающей при температуре 480 °С 
значения 1,48·10–2 См К/см с энергией активации в диапазоне 0,6–0,8 эВ. Спектры импеданса керами-
ческого образца Rb5Li1/3Zr5/3(MoO4)6 при различных температурах образуют хорошо сформированные 
полуокружности в низкочастотной области и неразрешенные дуги в высокочастотном регионе, 
изменяющиеся с повышением температуры. Эволюция мнимой части (Z″) как функции действитель-
ной части (Z') комплексного импеданса подобна поведению комплексного импеданса для соединений 
с ионной проводимостью.

Ключевые слова: молибдаты, фазовые равновесия, рентгенофазовый анализ, дифференциальная 
сканирующая калориметрия, импедансная спектроскопия
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Abstract. This work addressed the directed synthesis of a new phase Rb5Li1/3Zr5/3(MoO4)6, along with the 
determination of its crystallographic, thermal and electrophysical properties. The directed synthesis of the 
Rb5Li1/3Zr5/3(MoO4)6 phase was carried out using the solid-state reaction in the temperature range of 350–470 °C. 
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ВВЕДЕНИЕ
Керамические материалы на основе сложно-

оксидных соединений в зависимости от их функ-
циональных свойств могут найти применение 
при изготовлении материалов для оптических 
устройств, электронной техники, высокотемпера-
турных сверхпроводников, магнитных материалов, 
компонентов топливных элементов и источников 
тока. Семейства молибдатов и вольфраматов, 
обладающие каркасной структурой, с наличием 
больших полостей характеризуются высокими зна-
чениями электропроводности, а также выраженны-
ми люминесцентными и нелинейно-оптическими 
свойствами [1–9]. 

Целью данной работы являлся направленный 
синтез новой фазы Rb5Li1/3Zr5/3(MoO4)6 и определе-
ние ее кристаллографических, термических и элек-
трофизических свойств.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В качестве реагентов использовали промыш-

ленные реактивы: Li2MoO4, RbNO3 и AgNO3 (ч.), 
MoO3 и ZrO(NO3)2·2H2O (ч.д.а.). Синтез одновалент-
ных молибдатов проводили взаимодействием со-
ответствующих нитратов с MoO3 при постепенном 
повышении температуры в интервале 673–823 K  
(100 ч). Для получения молибдата циркония ис-
пользовали стехиометрическую смесь азотнокис-
лого цирконила и MoO3, которую отжигали в ин-
тервале температур 673–1023 К в течение 80 ч. 
Отжиг образцов проводили ступенчато с шагом 
10–50 К. Перед каждой термообработкой образцы 
гомогенизировали.

Образец изучали методом рентгенофазового ана-
лиза на дифрактометре D8 Advance (Bruker, США) 

(CuKα-излучение) с программными пакетами Eva 
и TOPAS 4.2.

Для определения параметров элементарной ячей-
ки полученного соединения по монокристальным 
данным изоструктурного молибдата использовали 
массивы экспериментальных данных, собранных 
в интервале углов 2θ:8−100°, полученных при темпе-
ратуре 300 K. Пиковые положения были определены 
программой ЕVА, доступной в пакете программ ПК 
DIFFRAC-ПЛЮС (Bruker, США).  Вычисление кристал-
лографических характеристик выполняли с помощью 
пакета программ TOPAS 4.2. 

Дифференциальная сканирующая калориметрия 
(ДСК) проведена на синхронном термоанализаторе 
STA 449 F1 Jupiter (Netzsch, Германия). Съемка про-
водилась в атмосфере аргона в платиновых тиглях.

Для электрофизических измерений порошок 
тройного молибдата был спрессован в таблетки ди-
аметром 10 мм и толщиной 1–2 мм под давлением  
10 МПа. Полученные таблетки были отожжены 
при 723 К в течение 5 ч. Импедансная спектро-
скопия проводилась на LCR-анализаторе Z-1500J 
(ООО «Элинс», Россия). Перед проведением из-
мерений на поверхность таблетки были нанесены 
электроды путем обжига платиновой пасты. Темпе-
ратурные и частотные зависимости диэлектрических 
параметров керамических образцов проанализиро-
ваны в интервале температур 300–823 К и частотного 
диапазона 1–10 кГц в режимах нагрева и охлаждения. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Поликристаллический образец Rb5Li1/3Zr5/3(MoO4)6 

был получен методом твердофазной реакции пу-
тем многоступенчатого отжига в муфельной печи 
на воздухе в интервале температур 350–470 °С 

According to differential scanning calorimetry, the synthesised compound Rb5Li1/3Zr5/3(MoO4)6, crystallised 
in trigonal form (space group R3c, Z = 6), undergoes a diffused first-order phase transition. The structure  
of triple molybdate Rb5Li1/3Zr5/3(MoO4)6 comprises MoO4 tetrahedra and octahedrally coordinated MO6-polyhedra.  
This structure is characterised by a statistical distribution of lithium and zirconium atoms in the M position  
(M1 = 0.790 Zr + 0.210 Li, M2 = 0.877 Zr + 0.123 Li). Rb atoms are located in the large voids of the tetrahedron-
octahedral framework. The electrophysical properties of triple molybdate Rb5Li1/3Zr5/3(MoO4)6 having a scaffold 
structure favourable for ion transport, were studied. The correlation between dielectric and thermal characteristics in 
the high-temperature region near the phase transition was revealed. The temperature and frequency dependences 
of electrical conductivity were measured at 473–873 K in heating and cooling modes in the frequency range 
of 1–10 kHz. The compound exhibited a high thermally activated conductivity, reaching 1.48·10-2 Cm K/cm 
with activation energy in the range of 0.6–0.8 eV at a temperature of 480 °C. Well-shaped semicircles in the 
low-frequency region and unresolved arcs in the high-frequency region changing with increasing temperature 
were observed in the impedance spectra of ceramic Rb5Li1/3Zr5/3(MoO4)6 sample at various temperatures. The 
evolution of the imaginary part (Z'') as a function of the real part (Z') of the complex impedance resembled that 
of the complex impedance for compounds having ionic conductivity.

Keywords: molybdates, phase equilibria, X-ray diffraction analysis, differential scanning calorimetry, impedance 
spectroscopy
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в течение 100 ч. Для определения чистоты полу-
ченной фазы образец был исследован методом 
рентгенофазового анализа и ДСК.

Анализ положения и интенсивностей рефлексов 
новой фазы Rb5Li1/3Zr5/3(MoO4)6 на дифрактограмме 
показал изоструктурный характер этого соединения 
тройному молибдату Rb5Li1/3Hf5/3(MoO4)6, который 
кристаллизуется в тригональной симметрии пр. 
гр. R3c [10]. 

Проведено индицирование и определение па-
раметров элементарной ячейки Rb5Li1/3Zr5/3(MoO4)6. 
Анализ дифрактограммы показан на рис. 1. 
Размеры тригональной элементарной ячей-
ки: a = 10,6830(4) Å, c = 38,337(1) Å, объем 
V = 3789,1(3) Å3. Структура состоит из MoO4-тетраэ-
дров и октаэдрически координированных MO6-по-
лиэдров. Для данной структуры характерно стати-
стическое распределение атомов лития и циркония 
в позиции M (M1 = 0,790 Zr + 0,210 Li, M2 = 0,877 
Zr + 0,123 Li), как в изоструктурном соединении. 
Атомы Rb располагаются в крупных пустотах те-
траэдро-октаэдрического каркаса (рис. 2).

Методом ДСК определяли температуры фа-
зовых переходов и плавления синтезированного 
соединения. Термограммы полученных соединений 
характеризуются наличием эндотермических эф-
фектов при температурах 462 °С (735 К) и 594 °С 
(867 К), соответствующие температурам фазового 
перехода и плавления (рис. 3). Изменение направ-
ления температурной развертки позволило обнару-
жить температурный гистерезис. ДСК, проведенная 
при двойном нагреве и охлаждении без плавления, 
выявила эндотермический эффект при температу-
ре 462 °С (735 К) и экзоэффект при 413 °С (686 К)  
на кривой ДСК при охлаждении (рис. 4). Этот факт 
свидетельствует о том, что обнаруженный фазо-
вый переход в соединении является переходом 
первого рода.

Изучены температурно-частотные зависимости 
проводимости σ Rb5Li1/3Zr5/3(MoO4)6 в координа-
тах Аррениуса в режимах нагрева и охлаждения 
в диапазоне частот 1–10 Гц (рис. 5). Установлено, 
что рассматриваемое соединение претерпевает раз-
мытый фазовый переход первого рода, что согла-
суется с данными ДСК. При высоких температурах 
проводимость существенно не зависит от частоты, 
и ее значения достигают величин 1,48·10–2 СмК/см 

при энергии активации Еа = 0,4–0,6 Эв, что позво-
ляет рассматривать эту фазу как перспективный 
твердый электролит [11–17]. 

Графики комплексного импеданса Rb5Li1/3Zr5/3(MoO4)6 
при различных температурах приведены на рис. 6. 
Поведение годографов для этой фазы импеданса 
меняется с повышением температуры. Кривые 
характеризуются хорошо сформированными полу-

Рис. 2. Кристаллическая структура 
Rb5Li1/3Zr5/3(MoO4)6 вдоль оси b

Fig. 2. Crystal structure of Rb5Li1/3Zr5/3(MoO4)6 along 
the b axis

Рис. 1. Измеренная, вычисленная и разностная  
дифрактограммы Rb5Li1/3Zr5/3(MoO4)6

Fig. 1. Measured, calculated, and difference diffraction 
patterns of Rb5Li1/3Zr5/3(MoO4)6

0 100 200 300 400 500 600 700
-2,0

-1,5

-1,0

-0,5

0,0

ДС
К , 

мВ
т /

мг

594

462

T, oC
Рис. 3. Кривая нагрева дифференциальной 

сканирующей калориметрии Rb5Li1/3Zr5/3(MoO4)6 
в режиме нагрева

Fig. 3. Heating curve of differential scanning calorimetry 
Rb5Li1/3Zr5/3(MoO4)6 in heating mode
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окружностями в низкочастотной области и нераз-
решенными дугами в высокочастотном диапазоне. 
Ближе к температуре фазового перехода происхо-
дит сужение низкочастотной области и формирова-
ние более четких дуг. Эволюция мнимой части (Z'') 
как функции действительной части (Z') комплекс-
ного импеданса подобна поведению комплексного 
импеданса, описанных для соединений с ионной 
проводимостью [18–20]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, методом твердофазного син-

теза получена новая фаза тройного молибдата 
Rb5Li1/3Zr5/3(MoO4)6. Определены оптимальные ус-
ловия синтеза и температуры фазовых переходов 
синтезированного Rb5Li1/3Zr5/3(MoO4)6. Установлено, 

что молибдат Rb5Li1/3Zr5/3(MoO4)6 кристаллизуется 
в тригональной сингонии (пр. гр. R3c), определены 
его кристаллографические характеристики. Наличие 
в структуре каналов, подходящих для передвижения 
ионов, является предпосылкой для ионопроводящих 
свойств и использования рассматриваемых соедине-
ний в качестве перспективных твердых электролитов. 
Выявлены корреляции диэлектрических параметров 
и термических свойств исследуемой фазы вблизи 
фазового перехода. Электрофизические измерения 
керамической фазы Rb5Li1/3Zr5/3(MoO4)6, представ-
ленные в виде графиков Аррениуса и годографов 
импеданса, показали высокую термоактивирован-
ную проводимость, достигающую значений порядка  
10-2 СмК/см, и характер кривых, сопоставимых с со-
единениями с ионопроводящими свойствами. 

а                                                                                     b
Рис. 6. Спектры импеданса при различных температурах в диапазоне 693–723 К (а) и 733–773 К (b)

Fig. 6. Impedance spectra at different temperatures in the range of 693–723 K (a) and 733–773 K (b)  
at different frequencies of 1–10 kHz in the heating–cooling regime
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Рис. 5. Температурно-частотные зависимости 
проводимости тройного молибдата Rb5Li1/3Zr5/3(MoO4)6 

при различных частотах 1–10 кГц  
в режиме нагрев–охлаждение

Fig. 5. Temperature-frequency dependences  
of the conductivity of ternary molybdate 

Rb5Li1/3Zr5/3(MoO4)6 
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Аннотация. Развитие промышленности привело к колоссальным выбросам и накоплению в окружа-
ющей среде гидрофобных органических соединений (ГОС). В первую очередь стоит назвать угле-
водороды нефти, полициклические ароматические углеводороды (ПАУ) и полихлорбифенилы. Ин-
тенсивное и широкое применение гидрофобных пестицидов в сельском хозяйстве способствовало 
загрязнению ими почвы, воздуха и воды. Многие из гидрофобных веществ являются опасными для 
представителей биоты, поскольку обладают высоким токсическим, канцерогенным и мутагенным 
действием на организмы. Кроме широкой распространенности, их возможные негативные эффек-
ты определяются и устойчивостью к разложению, в том числе биологическому. Это позволяет 
им в течение длительного времени сохраняться в почве, воде и других средах. Воздействие ГОС 
на экосистемы представляет потенциальную угрозу не только для окружающей среды, но и для 
здоровья человека. Существует труднообозримое число исследований, посвященных ремедиации 
почв, загрязненных ГОС. Можно до некоторой степени условно выделить механические, химические 
и биоремедиационные методы. Первые два особенно широко применялись в прошлом. Биоремедиа-
ционные методы оказались более эффективными и дешевыми. Биоремедиация – это, как правило, 
более рентабельная и экологически безопасная технология. В последние годы показана хорошая эф-
фективность солюбизирующих агентов в биоремедиационных процессах. Широкую популярность 
приобрели различные поверхностно-активные вещества (ПАВ). Их способность увеличивать де-
сорбцию, растворимость в воде и микробную биодоступность ГОС хорошо известна. В настоящем 
кратком обзоре рассмотрены современные литературные сведения по биодеградации гидрофоб-
ных органических соединений, стимулируемой поверхностно-активными веществами.

Ключевые слова: биоремедиация, биодеградация, гидрофобные загрязнители, поверхностно-ак-
тивные вещества, микроорганизмы
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Abstract. Industrial development has led to immense emission and accumulation of hydrophobic organic 
compounds (HOC) in the environment. Primarily, they include petroleum hydrocarbons, polycyclic aromatic 
hydrocarbons (PAHs) and polychlorinated biphenyls (PCBs). The extensive use of hydrophobic pesticides 
in agriculture led to the contamination of soil, air and water. Many of the hydrophobic substances are dan-
gerous for the biota due to their high toxicity and carcinogenic and mutagenic activity. In addition to their 
widespread use, the possible adverse effects are also determined by their resistance to decomposition, 
including the biological one, which defines their long-term persistence in soil, water and other media. The 
impact of HOC on ecosystems poses a potential threat not only to the environment but also to human 
health. Numerous studies were devoted to the remediation of soils polluted with HOC. The approaches 
to remediation can be conditionally divided into mechanical, chemical and bio-methods, with the former 
two being widely used in the past. Bioremediation methods proved more efficient and, as a rule, more 
cost-effective and environmentally friendly. In recent years, the good efficiency of solubilizing agents in 
bioremediation processes has been demonstrated. Various surfactants have become widely popular due to 
their ability to increase desorption, water solubility and microbial bioavailability of HOC. In this brief review, 
state-of-the-art literature data on the biodegradation of hydrophobic organic compounds using surfactants 
were considered.
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ВВЕДЕНИЕ
Развитие промышленности привело к колос-

сальным выбросам и накоплению в окружающей 
среде гидрофобных органических соединений 
(ГОС). Интенсивное и широкое применение гидро-
фобных пестицидов в сельском хозяйстве способ-
ствовало загрязнению ими почвы, воздуха и воды, 
поэтому их можно включить в группу ГОС [1].

Многие из гидрофобных веществ являются 
опасными для представителей биоты. В первую 
очередь стоит назвать углеводороды нефти, по-
лициклические ароматические углеводороды 
(ПАУ) и полихлорбифенилы (ПХБ) [2–4].

Некоторые из приведенных выше классов 
поллютантов обладают высоким токсическим, 
канцерогенным и мутагенным действием на ор-
ганизмы. Кроме широкой распространенности, 
их возможные негативные эффекты определя-
ются и устойчивостью к разложению, в том чис-

ле биологическому. Это позволяет им в течение 
длительного времени сохраняться в почве, воде 
и других средах. Воздействие ГОС на экоси-
стемы представляет потенциальную угрозу не 
только для окружающей среды, но и для здоро-
вья человека [5]. Существует труднообозримое 
число исследований, посвященных ремедиации 
почв, загрязненных ГОС, с использованием раз-
личных методов и подходов. Некоторые аспекты 
этой проблемы озвучены в работах [6–8]. Мож-
но до некоторой степени условно выделить ме-
ханические, химические и биоремедиационные 
методы. Первые два особенно широко приме-
нялись в прошлом. Однако вследствие высокой 
стоимости, низкой эффективности и повышен-
ной вероятности вторичного загрязнения возду-
ха и подземных вод использование химических 
и/или физических методов заметно сокращается. 
Биоремедиационные методы оказались более 
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эффективными, дешевыми и прочно укрепились 
как экологически наиболее безвредный способ 
восстановления плодородия почв. Биоремедиа-
ция – это, как правило, рентабельная и экологи-
чески безопасная технология [9–14]. Очевидно, 
что эффективность биоремедиации во многом 
зависит от выбора активных организмов, соот-
ветствующих условий почвы и устойчивости пол-
лютантов к биоразложению [15, 16]. 

В последние годы показана хорошая эффек-
тивность солюбизирующих агентов в биореме-
диационных процессах. Широкую популярность 
приобрели различные поверхностно-активные 
вещества (ПАВ). Способность ПАВ увеличивать 
десорбцию, растворимость в воде и микробную 
биодоступность ГОС хорошо известна [17–24].

В настоящем кратком обзоре рассмотрены со-
временные литературные сведения по биодегра-
дации гидрофобных органических соединений, 
стимулируемой поверхностно-активными веще-
ствами.

ХАРАКТЕРИСТИКИ ПОВЕРХНОСТНО-
АКТИВНЫХ ВЕЩЕСТВ, ПОЗВОЛЯЮЩИЕ 
ПРИМЕНЯТЬ ИХ В БИОРЕМЕДИАЦИОННЫХ 
ПРОЦЕССАХ
ПАВ представляют собой амфифильные со-

единения, в молекулярной структуре которых 
имеются как гидрофобные, так и гидрофильные 
группы. В зависимости от химической природы 
гидрофильной части ПАВ классифицируют на 
неионогенные и ионные. В свою очередь, ион-
ные ПАВ могут быть катионными, анионными 
или амфотерными (несущими как положитель-
ный, так и отрицательный заряд и ведущими 
себя как цвиттер-ион в изоэлектрической точ-
ке) [25]. Кроме того, выделяют и полимерные 
ПАВ [26]. 

Многие представители ПАВ способны в вод-
ном растворе агрегировать с образованием ми-
целл. Отличительной особенностью ПАВ, собран-
ных в эти кластеры, является то, что неполярная 
центральная часть мицеллы может захватывать 
ГОС. Это повышает растворимость ГОС в водных 
средах и тем самым увеличивает их биодоступ-
ность. Данное свойство является ключевым во 
многих ремедиационных процессах, связанных с 
удалением ГОС [27, 28].

Амфифильные свойства молекул ПАВ позво-

ляют им взаимодействовать с различными ги-
дрофобными соединениями. В этом заключает-
ся их поверхностная активность. Так, к примеру, 
ПАВ эффективно снижают межфазное натяже-
ние вода/сырая нефть до сверхнизких значений 
(<10−2 мН/м) и способствуют образованию эмуль-
сий и микроэмульсий, приводя к мобилизации за-
хваченной нефти [29]. 

Эмульгирующая активность – важный фактор, 
влияющий на образование стойких эмульсий ПАВ. 
Это свойство нашло применение в эффективном 
выкачивании нефти в ходе ее добычи. Показано, что 
эмульсии типа масло/вода могут способствовать уве-
личению объема нефтяного пласта путем закупори-
вания каналов с высокой проницаемостью [30, 31].  
С другой стороны, эмульсии типа вода/масло с вы-
сокой вязкостью могут усиливать эффективность 
захвата и коэффициент подвижности закачиваемой 
жидкости [32, 33]. Кроме того, микроэмульсии де-
монстрируют исключительную эффективность экс-
тракции, повышая извлечение нефти [34–36]. 

Фазовое поведение микроэмульсии зависит 
от концентрации ПАВ, соотношения нефть:вода, 
солености и температуры. Микроэмульсии, обра-
зованные различными видами ПАВ, отличаются 
чувствительностью к факторам, воздействующим 
на нее. По сравнению с ионным ПАВ, температу-
ра оказывает более значительное влияние на фа-
зовое поведение микроэмульсии неионогенных 
ПАВ. Межфазное напряжение и солюбилизирую-
щая способность также меняются в зависимости 
от типа фазы [37]. 

Значительное число исследований посвящено 
влиянию фракций (таблица) сырой нефти (в част-
ности тяжелых фракций) на различные межфаз-
ные процессы (снижение межфазного натяжения, 
эмульгирующие свойства, адсорбция) на границе 
раздела вода–масло [37–42]. 

П. Шарма и соавторы показали, что состав, 
содержащий натриевую соль пропоксисульфат-
ного спирта, диоктилсульфосукцинат натрия, мо-
нобутиловый эфир триэтиленгликоля и хлорид 
натрия, эффективен для растворения тяжелой 
фракции нефти в однофазной микроэмульсии. 
С его помощью все компоненты смол были со-
любилизированы. Анализ солености некоторых 
составов ПАВ выявил необычную зависимость 
параметра солюбилизации нефти от высокой со-
лености раствора. 

Классификация нефти по фракциям 
Oil classification by fractions

Фракция Тип фракций Условия  
получения

Температура  
кипения

Петролейная Легкие

Светлые Атмосферная 
перегонка

До 100 °C
Бензиновая 100–140 °C
Лигроиновая

Средние
140–180 °C

Керосиновая 180–220 °C
Дизельная 220–350 °C
Вакуумный газойль

Тяжелые Темные 
(мазуты)

Вакуумная 
перегонка

350–500 °C
Гудрон (вакуумный 
остаток) Более 500 °C
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Результаты тестирования показали, что воз-
можно получение однофазной микроэмульсии 
при динамических условиях. При этом извлечение 
нефти из нефтеносных песков было возможно 
при низком давлении. После чего солюбилизация 
была очень высокой и достигала 320 кг/м3 [43]. 

В. Р. Масрат и соавторы исследовали солюби-
лизацию нафталина и пирена различными мицел-
лярными композициями на основе неионогенных 
(Brij-30 и Brij-56), катионных (додецилэтилдимети-
ламмоний бромид, цетилтриметиламмоний бро-
мид) и анионных (додецилсульфат натрия) ПАВ. 
Они выяснили, что порядок солюбилизации ПАВ 
убывает в ряду неионогенный ПАВ > катионный 
ПАВ > анионный ПАВ с логарифмической шка-
лой значения коэффициента разделения мицел-
ла/вода (Km) 4,79; 4,66 и 4,32 для нафталина и 
6,91; 6,64 и 6,44 для пирена соответственно [44]. 
Аналогичный порядок ранее наблюдали для ани-
онных и неионных ПАВ при солюбилизации наф-
талина и фенантрена [45]. 

ОБСУЖДЕНИЕ ПЕРСПЕКТИВ 
ПРИМЕНЕНИЯ ПАВ ДЛЯ БИОРЕМЕДИАЦИИ 
ОРГАНИЧЕСКИХ СОЕДИНЕНИЙ
Многие ПАВ, начиная с определенной кон-

центрации, обладают токсическим действием 
различной степени по отношению к организмам. 
Во многом оно определено физико-химически-
ми свойствами. К примеру, токсичность неионо-
генных ПАВ зависит от длины углеводородной и 
этоксилированной цепей. Чем длиннее алкильная 
цепь и короче этоксилированная, тем токсичнее 
соединение. Линейные молекулы зачастую более 
токсичны, чем разветвленные, хотя этот эффект 
компенсируется большей биоразлагаемостью 
первых [46]. Адгезия ПАВ на поверхности кле-
ток может приводить к изменению заряда, дзе-
та-потенциала, гидрофобности клеточной стенки 
и плазмалеммы. Все это ведет к нарушению их 
барьерных функций, проницаемости, а также дру-
гих клеточных процессов и сказывается на росте 
и жизнеспособности микроорганизмов. В иссле-
довании Л. Ванга и соавторов α-гемолитические 
стрептококки под воздействием цетилтримети-
ламмоний бромида (ЦТАБ) в концентрации 0,1% 
испытывали все вышеперечисленные негативные 
эффекты [47, 48].  

Накопление ПАВ в тканях и органах приводит к 
нарушениям в развитии эмбрионов у животных и 
замедлению прорастания семян у растений [49, 50].  
Они способны деформировать клетки и приво-
дить к сбоям в осморегуляции [51]. Потенциаль-
ная токсичность ПАВ ограничивает их примене-
ние в биоремедиационных технологиях. Поэтому 
ключевым аспектом в решении этой проблемы 
является подбор низкотоксичных либо неток-
сичных и, что не менее важно, биоразлагаемых 
соединений или использование биосурфактан-
тов – биологических ПАВ, продуцируемых, пре-
жде всего, микроорганизмами, а также организ-
мов-биодеструкторов, способных адаптироваться 
к присутствию ПАВ.

ПОВЕРХНОСТНО-АКТИВНЫЕ  
ВЕЩЕСТВА В БИОРЕМЕДИАЦИИ
Серьезным фактором, ограничивающим при-

менение ПАВ в биодеградации гидрофобных 
загрязнителей, является их сильная сорбция на 
твердых фазах [52, 53]. ПАВ способны увеличи-
вать растворимость ГОС в воде и вызывать их 
десорбцию. Поскольку поглощение органических 
соединений микроорганизмами происходит в ос-
новном через водную фазу, то распределение 
ГОС в мицеллярной псевдофазе ПАВ может силь-
но влиять на кинетику биодеградации [4]. Боль-
шинство коллоидных частиц почвы заряжены 
отрицательно. Поэтому они могут связываться с 
катионными и анионными ПАВ посредством ион-
ного обмена и ионной синхронизацией [54]. По-
следующее уменьшение межфазного напряжения 
между почвой и водой облегчает миграцию ГОС.

Интерес к биодеградации ГОС не утихает, что 
следует из роста публикаций на эту тему. Не-
сколько статей [54–56] и глав в книгах [57] обоб-
щили данные об эффективности биоремедиации 
с добавлением ПАВ. За последние годы накопле-
но немало материалов, подтверждающих эффек-
тивность применения ПАВ в биоремедиации. 

Л. Матураса и соавторы обнаружили, что добав-
ление анионного ПАВ дигексилсульфосукцината 
натрия способствовало взаимодействию трибу-
тилолова с почвенными бактериями и ускорению 
бактериальной деградации. Такой же эффект 
наблюдали для его продуктов распада (дибути-
лолово и монобутилолово). Критическая концен-
трация мицеллообразования (ККМ) дигексилсуль-
фосукцината натрия (10 мМ) не увеличивала 
количество десорбированного трибутилолова в 
начале эксперимента. Вместе с тем она усили-
вала бактериальную деградацию 100 мг Sn/кг  
данного ГОС. Параллельно наблюдали увеличе-
ние количества моно- и дибутилолова в жидкой 
фазе через 2 недели. В то же время десорбиро-
ванное трибутилолово было вновь поглощено 
почвой в опыте без внесения ПАВ. Комплекс мо-
номеров трибутилолова и ПАВ усиливал взаимо-
действие данного оловосодержащего ГОС с мест-
ными почвенными бактериями. Концентрация 
мицеллообразования у дигексилсульфосукцина-
та натрия выше ККМ (70 мМ) не приводила к био-
разложению десорбированного трибутилолова, 
поскольку высокие концентрации трибутилолова 
и ПАВ создавали синергетическое токсическое 
действие на бактерии [58]. 

А. Родригез и соавторы изучали влияние син-
тетических ПАВ в низких концентрациях на ки-
нетику биоразложения ПАУ (флуорантен и ан-
трацен) с помощью Pseudomonas putida, штамм 
ATCC 17514 и адгезию этих бактерий к ПАУ. 
Предполагается, что адгезия микроорганизмов 
играет важную роль в поглощении и трансфор-
мации ГОС. В работе использовали три ПАВ (до-
децилсульфат натрия, цетилтриметиламмония 
бромид, твин-20). Показано, что эффект каждого 
ПАВ на способность штамма ATCC 17514 разла-
гать флуорантен и антрацен и использовать их 
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как субстрат для роста значительно различался. 
Твин-20 в концентрации 0,08 мМ увеличивал ско-
рость биоразложения флуорантена и удваивал 
максимальную удельную степень деградации ан-
трацена. Присутствие додецилсульфата натрия в 
концентрации 0,35 мМ привело к снижению био-
деградации флуорантена на 50%. Вместе с тем 
это в два раза повысило скорость удаления более 
гидрофобного антрацена (0,3 мг/л в ч). Наконец, 
цетилтриметиламмоний бромид в концентрации 
0,27 мМ оказывал отрицательное влияние на био-
разложение ПАУ, приводя к резкому снижению ро-
ста микроорганизмов [59]. 

Катионные ПАВ довольно прочно сорбируют-
ся на почвенных частицах [53]. С другой стороны, 
анионные ПАВ могут осаждаться 2-валентными 
катионами в почве [60]. Поэтому, как показывают 
результаты многих исследований, неионогенные 
ПАВ оказались более подходящими для восста-
новления загрязненных почв, чем катионные или 
анионные ПАВ [61]. Среди этих неионогенных 
ПАВ особый интерес вызывает полиоксиэти-
лен(20)сорбитанмоноолеат (Твин-80, C64H124O26). 
Он отличается довольно низкой стоимостью и 
малой токсичностью для почвенных микроорга-
низмов по сравнению с большинством других не-
ионогенных ПАВ [62]. Эти особенности Твина-80 
стимулировали многочисленные эксперименты 
по его применению в биоремедиации почв, за-
грязненных ГОС.  

Помимо  полиоксиэтилен(20)сорбитанмоно- 
олеата (твин-80) в биоремедиации сред, загряз-
ненных ГОС, используются другие неионогенные 
ПАВ. И. Со и П. Л. Бишоп изучили биодеградацию 
фенантрена в почве биопленкой, образованной 
бактериями рода Pseudomonas с использовани-
ем системы непрерывно проточных ячеек. Были 
сконструированы 32 проточных реактора для мо-
ниторинга разложения фенантрена и образова-
ния биопленок при 5 различных концентрациях 
неионогенного ПАВ (Тритон X-100): 0, 100, 200, 
500 и 1000 мг/л. Среди испытанных брали кон-
центрации ниже (0 и 100 мг/л) и выше (200, 500 и 
1000 мг/л) ККМ. Показано, что образование бакте-
риальной биопленки с внеклеточными полимер-
ными веществами было стратегией бактерий по 
утилизации частично растворимых ПАУ. Однако 
в присутствии ПАВ эта стратегия была измене-
на. Все испытанные концентрации Тритон X-100 
влияли на физиологические аспекты образования 
биопленки, а биодоступность фенантрена увели-
чивалась при добавлении ПАВ в концентрациях 
выше ККМ [63]. 

Д. К. Вольф и Дж. Ганоценили в своем ис-
следовании оценили минерализацию 14C-пи-
рена в почвах с добавлением и без добавления 
Mycobacterium vanbaalenii PYR-1. Было охаракте-
ризовано действие синтетического неионогенного 

ПАВ Brij-35. Оказалось, что Brij-35 обычно увели-
чивал разложение 14C-пирена, особенно в кон-
центрации 216 мкг/г сухой почвы. Это может быть 
связано с повышенной биодоступностью пирена. 
Brij-35 не оказывал токсического воздействия на 
M. vanbaalenii PYR-1 при 10-кратной ККМ. Также 
в исследовании изучен вклад рамнолипида. Ве-
роятно, он служил более выгодным источником 
углерода вместо 14C-пирена для бактерий. Это 
приводило к ингибированию деградации 14C-пи-
рена. Его минерализация до 14C-CO2 под дей-
ствием M. vanbaalenii PYR-1 достигала 60% через 
10 дней. Процесс наблюдали как в свободных от 
ПАВ почвах, так и в почвах с Brij-35. По мнению 
авторов, выбор ПАВ для усиления биоремедиа-
ции имеет решающее значение [64].

БИОДЕГРАДАЦИЯ  
ГИДРОФОБНЫХ ПЕСТИЦИДОВ
Неблагоприятное воздействие агрохимикатов 

на окружающую среду общеизвестно. Примене-
ние пестицидов в сельском хозяйстве приводит 
к загрязнению почвы, воздуха и воды. В природ-
ных экосистемах на пестициды, их подвижность 
и трансформацию влияют физические, химиче-
ские и/или биологические факторы. Они включа-
ют биоразложение, улетучивание, аккумуляцию в 
почве, поглощение растениями и микроорганиз-
мами, а также перенос в почву и поверхностные 
воды [65]. Кроме того, на их распределение в поч-
ве, воде и воздухе влияют межфазный перенос и 
процессы адсорбции/десорбции [66]. Пестициды, 
поглощаемые живыми организмами, подвержены 
биоаккумуляции [67] и частичному преобразова-
нию в другие соединения [68, 69].

Гидрофобные пестициды считаются непод-
вижными в почве из-за их очень низкой раствори-
мости в воде. Однако во всем мире в подземных 
водах и удаленных экосистемах обнаружено зна-
чительное количество гидрофобных пестицидов. 
Эти данные о повышенной непреднамеренной 
подвижности в почве могут быть объяснены пре-
имущественным течением воды или переносом 
с почвенными коллоидами [70]. За счет ПАВ воз-
можно увеличить переход гидрофобных пестици-
дов в раствор и повысить доступность для микро-
организмов-биодеструкторов.

Некоторые работы подробно иллюстриру-
ют процессы биодеградации различных пести-
цидов микроорганизмами в присутствии ПАВ.  
А. К. Сингх и С. С. Камеотра показали, что сте-
пень и скорость микробной деградации гербици-
да атразина зависят от типа ПАВ, концентрации, 
используемого штамма, целевого соединения и 
условий окружающей среды. В исследовании был 
применен штамм Acinetobacter sp. А6, трансфор-
мирующий атразин в процессе деалкилирования. 
В присутствии ПАВ (рамнолипиды Pseudomonas 
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aeruginosa A11 и Тритон X-100) на степень и 
скорость деградации атразина в значительной 
степени влияли смежные условия. В минераль-
но-солевой среде добавление ПАВ снижало ско-
рость деградации атразина за счет уменьшения 
взаимодействия между более гидрофобными 
бактериями и мицеллами, заключенными в ат-
разин. Однако в почвенной системе добавление 
ПАВ усиливало деградацию за счет усиления 
десорбции атразина из почвы и делало его бо-
лее доступным для Acinetobacter sp. А6. Проде-
монстрировано, что рамнолипиды сильнее уве-
личивают микробную деградацию атразина, чем 
Тритон Х-100 [71]. 

Дж. Чжао и соавторы изучили влияние 2-х био-
разлагаемых неионогенных ПАВ (Твин-80 и Brij-35)  
и β-циклодекстрина (β-ЦД) на гидрофобность 
клеточной поверхности Bacillus licheniformis B-1 и 
степень биодеградации β-циперметрина. Кроме 
того, авторами исследовано влияние выбранных 
ПАВ на растворимость, сорбцию и разложение 
β-циперметрина. Биодеградация этого пестицида 
достаточно низкая, особенно при высоких кон-
центрациях. Как правило, это происходит из-за 
плохого контакта между β-ЦД и клетками микро-
организмов-биодеструкторов. Результаты показа-
ли, что Твин-80 немного стимулирует рост штам-
ма, в то время как Brij-35 и β-ЦД мало влияют на 
его рост. Гидрофобность клеточной поверхности  
B. licheniformis B-1 и растворимость β-циперме-
трина заметно менялись при использовании Тви-
на-80 и Brij-35. ПАВ и β-ЦД усиливали сорбцию и 
деградацию β-циперметрина штаммом B-1. Наи-
более сильно пестицид разлагался в присутствии 
Brij-35. Когда концентрация ПАВ или β-ЦД была 
2,4 г/л, скорость деградации пестицида при обра-
ботке Brij-35, Твином-80 и β-ЦД составляла 89,4; 
50,5 и 48,1% соответственно. Период полувыве-
дения β-циперметрина при использовании Brij-35 
сократился на 69,1 ч. Содержание этого пестици-
да в почве как в присутствии штамма B-1, так и с 
B. licheniformis B-1 и Brij-35 снизилось с 22,29 до 
4,41 мг/кг после инкубации в течение 22 дней.  

Из вышесказанного следует, что ПАВ различ-
ной природы могут быть применены для повыше-
ния биодоступности гидрофобных пестицидов. 

БИОДЕГРАДАЦИЯ ГИДРОФОБНЫХ 
ЗАГРЯЗНИТЕЛЕЙ В ПРИСУТСТВИИ 
БИОПАВ
Поверхностно-активные вещества природно-

го происхождения, продуцируемые организмами, 
получили название биоПАВ. Изучение биоПАВ 
началось еще в 60-х годах XX века и интенсивно 
продолжается по сей день [72–74]. Такое внима-
ние обусловлено тем, что биоПАВ находят при-
менение в различных отраслях промышленности 
благодаря преимуществам перед синтетическими 

ПАВ. Они обладают низкой токсичностью; био-
разлагаемостью; способностью функционировать 
в широких диапазонах рН, температуры и соле-
ности среды; высокой поверхностной активно-
стью и могут быть получены биотехнологически 
из промышленных отходов и побочных продуктов 
нефтепереработки [75].

БиоПАВ разделяют на два основных класса 
[76]: низкомолекулярные соединения, называе-
мые биосурфактантами (липопептиды, гликоли-
пиды, пептиды), и высокомолекулярные полиме-
ры (полисахариды, протеины, липополисахариды, 
липопротеины или комплекс этих биополимеров), 
которые называются биоэмульсанами [77], или 
биоэмульгаторами. В первую группу входят мо-
лекулы, которые могут эффективно снижать по-
верхностное и межфазное натяжение, а ко второй 
относятся амфифильные и полифильные поли-
меры, обладающие высокой и стабильной эмуль-
гирующей активностью в системе масло–вода, но 
невысокой поверхностной активностью [78].

По своему строению биоПАВ классифицируют-
ся на гликолипиды (рамнолипиды, трегалолипи-
ды, софоролипиды); липопептиды и липопротеи-
ны; жирные кислоты; фосфолипиды; полимерные 
сурфактанты; связанные биосурфактанты [75]. 
Также можно выделить сапонины – биоПАВ рас-
тительного происхождения.

Биосурфактанты микроорганизмов. Микро-
организмы являются основными продуцентами 
биосурфактантов. Большой интерес для изучения 
и применения представляет один из наиболее 
распространенных типов биоПАВ микробной при-
роды – гликолипидные биосурфактанты. К ним 
относят рамнолипиды, софоролипиды, трегало-
липиды. Продуцентами трегалолипидов являют-
ся бактерии родов Mycobacterium, Rhodococcus, 
Nocardia, Gordonia, Arthrobacter [73]. 

В работе Т. М. Лыонг и соавторов [79] показано, 
что бактерии-деструкторы углеводородов неф-
ти рода Rhodococcus являются эффективными 
продуцентами биосурфактантов гликолипидной 
природы: поверхностное натяжение среды умень-
шалось с 72 до 27 мН/м. Содержание трегалоли-
пидов составило 305 и 280 мг/л для Rhodococcus 
erythropolis X5 и Rhodococcus erythropolis S67 со-
ответственно. Установлено, что основными глико-
липидными биосурфактантами, продуцируемыми 
бактериями Rh. erythropolis X5 и Rh. erythropolis 
S67, выращенными на н-гексадекане, как при  
26 °С, так и при 10 °С являются 2,3,4-сукцинил-окта-
ноил-деканоил-2'-деканоилтрегалоза и 2,3,4-сук-
цинил-диоктаноил-2'-деканоилтрегалоза [80, 81].  
Кроме того, авторами работы показано, что каче-
ственный состав биосурфактантов, продуцируе-
мых бактериями Rhodococcus при росте на н-гекса-
декане в условиях пониженной температуры 10 °С,  
в целом соответствует составу биосурфактан-
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тов, продуцируемых этими бактериями при тем-
пературе 26 °С. Это означает, что важную роль в 
процессе потребления гидрофобных субстратов 
бактериями-нефтедеструкторами играют глико-
липидные биосурфактанты, которые способству-
ют доступности для микроорганизмов н-гексаде-
кана, находящегося как в жидком при 26 °С, так 
и в твердом состоянии при 10 °С. Кроме того, 
выявлена корреляция между содержанием трега-
лолипидных биоПАВ и степенью биодеградации 
н-гексадекана [82].  

Для характеристики поверхностно-активных 
свойств сукцинилтрегалолипидов была опреде-
лена зависимость поверхностного натяжения на 
границе раздела воздух–вода от содержания ве-
щества в растворе. Зависимость имеет типичный 
для ПАВ вид: резкое снижение значений поверх-
ностного натяжения наблюдали уже при неболь-
ших концентрациях вещества. Значение ККМ 
составило 4,1 х 10–5 М (32 мг/л) при постоянном 
поверхностном натяжении 27 мН/м, что свиде-
тельствует о высокой поверхностной активности 
сукцинилтрегалолипида как сурфактанта. Индекс 
эмульгирования (E24) выделенных сукцинилтре-
галолипидов в системе с гексадеканом составил 
55%. Тип образуемой эмульсии любого ПАВ с 
гидрофобным субстратом зависит от гидрофиль-
но-липофильного баланса (ГЛБ) вещества. ГЛБ 
является критерием практического примене-
ния ПАВ, в зависимости от величины которого и 
подбирают сурфактанты и эмульгаторы. Рассчи-
танное значение ГЛБ сукцинилтрегалолипидов 
находится в интервале 10–11. Согласно шкале 
Гриффина, вещества со значениями ГЛБ 8–18 
способны образовывать эмульсии типа масло в 
воде. Молярная солюбилизация гексадекана со-
ставила 4 моль на 1 моль сукцинилтрегалолипи-
да в водном растворе [81].

A. Б. Молдес и соавторы сравнили биоремеди-
ацию загрязненной почвы углеводородами нефти 
(УН) в различных условиях и предположили поло-
жительную роль биосурфактантов в биоразложе-
нии загрязняющих веществ. Биосурфактант, про-
изводимый Lactobacillus pentosus, значительно 
ускорил биодеградацию нефтяных углеводородов 
после 40 дней инкубации [83]. К. Патель и М. Па-
тельна оценили возможность Stenotrophomonas 
sp. S1VKR-26 продуцировать биосурфактант и 
определили его способность к биоремедиации 
сточных вод нефтеперерабатывающих заводов 
ex situ в биореакторе. Также была оценена фи-
тотоксичность сточных вод после биоремедиа-
ции. Было обнаружено, что штамм продуцирует 
5,15 г/л биосурфактанта, 30 мг/л ККМ и снижает 
поверхностное натяжение с 60,3 до 30,5 мН/м. 
Содержание нафталина было снижено на 93%, 
фенантрена – на 86%, флуорантена – на 92%, 
пирена – на 98,3%, УН – на 72,33%, фенольных 
соединений – на 93,06%. Более того, сточные 
воды нефтепродуктов, обработанные штаммом 
S1VKR-26 в соотношении 1:1, демонстрируют 
высокую всхожесть (100%), силу роста (486) и 
длину ростков (4,86 см) по сравнению с необра-

ботанными сточными водами [84]. И. Б. Ившина, 
М. С. Куюкина и соавторы изучили возможность 
использования консорциума иммобилизованных 
в полимерном носителе актинобактерий рода 
Rhodococcus для обработки нефтепромысловой 
сточной воды в биореакторе. Установлено, что 
клетки R. opacus ИЭГМ 263 и R. ruber ИЭГМ 231 
сохраняли жизнеспособность при высоком содер-
жании минеральных солей в воде и были способ-
ны окислять нефтяные углеводороды на 62–81%. 
Показано, что консорциум родококков более эф-
фективно удалял нефтепродукты из промысло-
вой воды по сравнению с монокультурами [85]. 

Из вышесказанного следует, что биосурфак-
танты микробного происхождения обладают 
высокой поверхностной и эмульгирующей ак-
тивностью и могут быть использованы в биореме-
диации территорий, загрязненных гидрофобными 
поллютантами. 

Биосурфактанты растительного происхож-
дения. Некоторые растения способны продуциро-
вать ПАВ, которые относят к классу сапонинов. 
Это гликозиды, содержащие одну или несколь-
ко сахарных цепей с трипереновыми или сте-
роидными агликонами. Применение сапонинов 
не ограничено областями медицины, пищевой 
промышленности и косметологии. В последние 
десятилетия солюбизирующие и поверхност-
но-активные свойства этих соединений все чаще 
позволяют рассматривать их в качестве альтер-
нативы синтетическим ПАВ в биоремедиации ги-
дрофобных поллютантов [6, 86–89]. Так, в одном 
из последних исследований Юэ Сун и соавторы 
изучали взаимосвязь между температурой и со-
любилизацией нафталина сапонином путем из-
мерения ККМ, размера частиц и термодинамики. 
Результаты показали, что солюбилизирующий 
эффект сапонина увеличивается при повышении 
температуры с 298 до 313 К. Это также приводило 
к снижению ККМ, увеличению диаметра частиц и 
усилению молекулярной активности. Все выше-
перечисленное создавало усиленный солюбили-
зационный эффект сапонина. Показана потенци-
альная применимость сапонина для улучшенной 
ремедиации нафталина [90].

М. Давин и соавторы исследовали потенциал 
сапонинов как экстрагирующих агентов и усили-
телей биоремедиации почв, загрязненных ПАУ. 
Поллютанты из образцов почвы экстрагировали 
растворами сапонинов (0, 1, 2, 4 и 8 г/л) и инкуби-
ровали в течение 14 дней. Показано, что раствор 
сапонинов объемом 4 г/л экстрагировал значи-
тельное количество аценафтена, флуорена, фе-
нантрена, антрацена и пирена [91].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В обзоре собраны и рассмотрены современ-

ные литературные сведения по биодеградации 
ГОС, стимулируемой ПАВ. За последние годы 
накоплено немало результатов исследований, 
подтверждающих эффективность применения 
различных по химической природе ПАВ в био-
ремедиации. Отмечено, что одни соединения в 
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определенных концентрациях влияют на биоре-
медиацию положительно, в то время как другие 
либо не оказывают желаемого эффекта, либо 
даже способствуют угнетению биодеструкции. 
Однако тонкости биоремедиационных процессов 
в присутствии ПАВ остаются слабо изученными 
как на биофизическом, так и на биохимическом 

уровнях. Особое внимание в последнее время 
сосредоточено на изучении биоПАВ – микробных 
биосурфактантов и сапонинов. Эти соединения 
обладают высокой способностью к биоразложе-
нию и низкой токсичностью для живых организ-
мов. 
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Effect of Althaea rosea flower gum loaded  
with Thymbra spicata (Zahter) essential oil coating on shelf  
life and quality of beef patties (Koefte) during cold storage
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Abstract. The aim of this research is to determine the effect of Althaea rosea flower gum load-
ed with Thymbra spicata essential oils coating on packaged beef patties during cold storage. For 
this purpose, samples were evaluated in terms of pH, color, thiobarbituric acid reactive substanc-
es (TBARS), and microbiological properties. In addition, texture profile analysis (TPA) was per-
formed to evaluate the textural properties of the beef patties. The essential oil treatment to the beef 
patties had a significant effect (p<0.05) on the pH values at the end of storage. The coating signifi-
cantly affected the L* (lightness), a* (redness) and b* (yellowness) values (p<0.05). A similar situation 
was also found for lipid oxidation (1.00 µmol MDA (g). The coated samples with essential oil-treated 
had the lowest values of total aerobic bacteria (3.29 log CFU/g), yeast and mold (2.99 log CFU/g),  
lactic acid bacteria (2.23 log CFU/g), and total psychrophilic bacteria (2.58 log CFU/g). While the effect 
of the coating on the adhesiveness, gumminess, and chewiness values of the beef patties at the end of 
storage was significant (p<0.05), it did not affect other textural properties. Current research has shown 
that Althaea rosea flower gum can be used in edible coatings and, when fortified with Thymbra spicata 
essential oil, can be used in muscle foods for preservation and shelf-life extension. 

Keywords: edible coating, beef patties, Thymbra spicata, Althaea rosea, shelf life
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Влияние покрытия из цветочной камеди Althaea rosea, 
обогащенной эфирным маслом Thymbra spicata (Zahter),  

на срок годности и качество говяжьих котлет  
при хранении в охлажденном виде

Альпер Баран  
Профессиональная школа технических наук, Университет Ататюрка, г. Эрзурум, Турция 
Автор, ответственный за переписку: Альпер Баран, alper.baran@atauni.edu.tr
Аннотация. Целью данного исследования является определение влияния покрытия из цветоч-
ной камеди Althaea rosea, обогащенной эфирным маслом Thymbra spicata, на котлеты из говя-
дины во время хранения в охлажденном виде. Для этого образцы оценивали по рН, цветности, 
содержанию веществ, реагирующих с тиобарбитуровой кислотой (TBARS), и по микробиоло-
гическим показателям. Кроме того, для оценки текстурных свойств котлет из говядины был 
проведен анализ профиля текстуры (ТРА). Обработка говяжьих котлет эфирным маслом ока-
зала большое влияние (р<0,05) на значения рН в конце хранения. Покрытие в большей степени 
воздействовало на значения L* (яркость), a* (покраснение) и b* (желтизна) (p<0,05). Аналогич-
ная картина наблюдалась при исследовании окисления липидов (1,00 мкмоль МДА (г). Образцы 
с покрытием, обогащенным эфирным маслом, имели самые низкие значения общего количества 
аэробных бактерий (3,29 log КОЕ/г), дрожжей и плесени (2,99 log КОЕ/г), молочнокислых бакте-
рий (2,23 log КОЕ/г) и общего количества психрофильных бактерий (2,58 log КОЕ/г). Хотя влия-
ние покрытия на показатели клейкости, липкости и жевательности говяжьих котлет в конце 
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INTRODUCTION
Meat and meat products have an important place in 

terms of human nutrition due to their nutritional value. In 
particular, the fact that it contains high protein, vitamins 
and minerals, as well as being rich and sufficient in es-
sential amino acids, reflects the vital importance of this 
food product [1]. On the other hand, although the meat 
obtained from healthy animals under normal conditions 
is relatively sterile, its microbial load may increase due to 
animal residues/waste, contaminated tools/equipment, 
air, water and contamination from infected personnel 
during the production process. These microorganisms, 
which can be transmitted at various stages of the meat 
processing, may include pathogenic bacteria responsible 
for foodborne illness and spoilage bacteria that cause 
meat rot [2]. In addition to the negative bacterial effect, 
lipid oxidation that may occur due to the sensitivity of 
meat fat to oxidative changes is an important chemical 
reaction that reduces the nutritional value of meat and 
meat products. Natural or synthetic antioxidants can be 
used to prevent and/or minimize these effects [3].

One of the most important ways for meat and meat 
products to reach consumers safely is packaging. On the 
other hand, the amount of plastic used for food packaging 
on a global scale today is estimated to exceed one mil-
lion tons per year, with an alarming annual growth. As a 
result, the disposal of plastic materials used in packaging 
into the environment has been seen as a serious waste 
problem and the concerns are increasing exponentially 
every year. Although there is no complete solution to this 
problem, the use of bio-based polymer packaging ma-
terials can be seen as the best alternative in the current 
circumstances [4]. In the last few years, researchers have 
demonstrated a wide variety of studies that the use of 
films and coatings made from biopolymer materials can 
be effective in extending the shelf life of foods. In this 
context, biopolymer materials could be synthesized from 
various organic materials such as carbohydrates, lipids 
and proteins [5, 6]. Polysaccharides, which are among 
these substances, are accepted and widely used for such 
applications due to their good film forming abilities. Being 
a rich source of polysaccharide materials and known as 
Hatmi in Turkey, Althaea rosea flowers (ARFs) are used 
in traditional medicine as a sedative, diuretic, antitussive 
and anti-inflammatory [7]. In particular, the gum content, 
which forms the polysaccharide structure of ARF, consists 
of rhamnose (Rha) and galactose (Gal), as well as uronic 
acids such as glucuronic acid (GlcA) and galacturonic 
acid (GalA) [8]. Moreover, studies have suggested that 
ARFs have immune-stimulatory [9], antimicrobial and 
antioxidant [10] effects. Yekta et al. [11] have obtained the 

gum (ARG) required for biofilm preparation by using the 
ARFs. They suggested the optimum condition of 1.5 % 
ARG + 50 % glycerol for biofilm preparation.

In the production of edible films and coatings, some 
natural antimicrobial and antioxidant compounds such as 
organic acids, nisin, plant extracts and essential oils can 
be used as additives instead of synthetic preservatives. In 
particular, the increasing interest of consumers in natural 
materials leads them to prefer fortified functional foods 
[12]. Toxic and carcinogenic effects that may be caused 
by synthetic preservatives overshadow the expected anti-
microbial and antioxidant effects. In this context, essential 
oils (EOs) obtained from various aromatic and medicinal 
plants stand out as one of the most promising alternatives 
due to their strong antimicrobial and antioxidant effects 
[3]. One of these plants, Thymbra spicata (Lamiaceae)  
(T. spicata), also known as Zahter, is a plant with econom-
ic value used as a spice in foods and traditional medicine, 
widely found in Southeastern Anatolia and Mediterranean 
regions of Turkey [13]. In studies, antibacterial, antifungal, 
antimycobacterial and antioxidant activities of T. spicata 
essential oils (TSEO) containing carvacrol, γ terpinene 
and p-cymen components have been reported [14–19].

A new research topic that has not yet been explored 
is the addition of TSEO to the ARF gum-based coating 
material and the evaluation of related applications in the 
packaging of real foods (beef patties (koefte). Therefore, 
the present study was aimed to investigate the effects of 
ARG loaded with TSEO coatings on the physicochemical, 
microbiological and textural properties of beef patties 
stored at 4 °C for 6 days.

MATERIALS AND METHODS
Materials. Minced beef meat (25 % fat) and NaCl 

used for beef patties mix were provided from local 
markets. The Althaea rosea flowers for extraction of 
gum and Thymbra spicata (Zahter) were collected 
from the provinces of Erzurum and Hatay, Turkey, 
respectively. Glycerol and Tween 80 were purchased 
by Merck (Darmstadt, Germany).

Gum extraction from Althaea rosea. ARG extraction 
was performed according to the method reported by 
Yekta et al. [11]. Briefly, the flowers purchased as dried 
were separated into smaller pieces with the help of a 
blender. Then, 100 g of flower powder was added to 
1 L of ethanol and mixed for 1 h in a magnetic stirrer 
(Wisd MSH 20-D, Witeg, Germany). The mixture was 
incubated overnight at room temperature (25 °C). The 
mixture was then centrifuged at 8000 g for 10 min 
(Universal 320, Hettich, Germany) and the resulting 
pellets were treated with acetone. The resulting dry 

хранения было значительным (p<0,05), оно не воздействовало на другие текстурные свойства. 
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mass was then mixed with 2 L of distilled water and 
stirred for 2 h at 65 °C to remove the gum. Ethanol 
(99 %) was added to precipitate the polysaccharides 
and the mixture was kept at 4 °C overnight. After in-
cubation, the precipitate was filtered through ordinary 
filter paper and then lyophilized in a freeze dryer (Free 
Zone, LabConco, USA).

Isolation and gas chromatography/mass spectrome-
try (GC/MS) analysis of the essential oil from T. spicata 
(Zahter). Plant material (50 g of T. spicata) was com-
bined with 500 mL of water (plant material: water ratio 
of 1:10 w/v). Essential oil was obtained by conventional 
hydrodistillation using a Clevenger type apparatus for 
3 h. The essential oils were dried by adding anhydrous 
sodium sulfate and stored in the dark at 4 °C until used 
in subsequent experiments. TSEO were qualitatively 
analyzed using a Shimadzu GCMS QP2010 instrument. 
The conditions were established as Gedikoğlu et al. 
[15]: the injector and detector temperatures were set at 
250 °C. Temperature programming of the oven included 
an initial hold at 40 °C for 2 min and a rise to 240 °C at 
4 °C/min and held for 53 min. Helium was the carrier 
gas, with a linear velocity of 43.4 cm/s. The samples 
were diluted with n-hexane (1:10, v/v), and a volume 
of 1.0 μl was injected into the GC with the injector in 
the split mode (split ratio: 1:25). The ionization voltage 
applied was 70 eV (electron volt), with a mass range 
m/z (mass number/ charge number) of 40–400 amu 
(atomic mass unit). Identification of volatile compo-
nents was accomplished by comparison of using the 
total-ion chromatogram with the commercial libraries 
(NIST27 and WILEY7) of the GC–MS system. Peak 
area integration was used for the determination of 
percentage of combination.

Preparation of Beef patties (Koefte). Beef patties 
dough was obtained by adding 2 % NaCl to minced 
beef containing 25 % fat. After kneading by hand for  
5 min, the dough was cut into 25 g pieces, rolled, then 
shaped and divided into 3 groups.

Preparation of Coating material. The coating mate-
rial was prepared in a modified form of the method re-
ported by Yekta et al. [11]. In summary, 3 g of ARG was 
added to 90 mL of distilled water and mixed at 65 °C 
until completely dissolved. Then glycerol (0.5 g/g ARG)  
was added as a plasticizer, and solutions were again 
warmed and stirred at 65 °C for 15 min. Tween 80 
(Merck Chemicals Co., Darmstadt, Germany) at a final 
concentration of 0.4 % (w/v) was added to the solu-
tion as an emulsifier to help distribute and completely 
incorporate the TSEO in film-forming solutions. After 
45 min of stirring, TSEO (1.5 % w/v) (determined as 
the best essential oil concentration for textural and 
sensorial properties of beef patties in preliminary stud-
ies) was added to ARG solution and homogenized at 
room temperature for 4 min at 13,000 rpm using an 
Ultra-Turrax homogenizer (Model T-25 Basic; IKA, 
Staufen, Germany).

Coating. Beef patties were immersed in coating 
solutions for 5 min and beef patties were removed from 
the solution and drained for 2 min. Then coated beef 
patties were dried in incubator at 30 °C for 1 h. Coating 
process was carried out in a sterile cabinet. The groups 
of beef patties were designed as no treatment control 

(C), ARG loaded with TSEO coating (ARG-TSEO) 
and ARG coating group (ARG). Prepared beef patties 
were placed on foam plates coated with stretch film 
and stored in the refrigerator at 4 °C for 6 days. pH, 
TBA and color values and microbiological character-
istics of beef patties samples were determined during 
storage. Textural properties of beef patties samples 
were determined at the end of storage period (6th day).

Physiochemical analysis. The pH values of beef 
patties samples were measured with a pH 315i (WTW 
Xylem GmbH, Weilheim, Germany) after homogeni-
zation of 10 g sample with 100 ml deionized water for 
1 min [20].

Lipid oxidation analysis. The determination of the 
oxidative rancidity of the samples was determined by 
2-thiobarbiutric acid reactive substances (TBARS) 
analysis. For this purpose, 12 mL of trichloroacetic acid 
solution was added to 2 g sample and homogenized. 
The homogenate was filtered through a Whatman  
1 filter followed by 3 mL of filtrate added to 3 mL of 0.02 M  
2-thiobarbituric acid (TBA) solution. After the mixture 
was kept in a boiling water bath for 40 min, it was 
cooled for 5 min in cold water and then centrifuged at 
2000 g for 5 min. After centrifugation, the supernatant 
was measured against blank in a UV–VIS spectropho-
tometer (DU730, Beckman Coulter Inc., USA) at 530 nm  
absorbance. The results of TBARS content were ex-
pressed as milligrams of malondialdehyde equivalents 
(MDA) per kilogram of beef patties sample [21].

Microbiological analysis. Ten g of beef patties sam-
ple were taken aseptically and suspended in 90 mL 
sterile physiological saline solution (PSS) (0.85 % w/v) 
in sterile filter bag. Then the mixture homogenized in 
a stomacher (IUL Instruments, Barcelona, Spain) for 
2 min [22]. A series of 10-fold dilutions for each sam-
ple were formed in sterile PSS, and suitable dilution 
of each sample was spread onto following appropri-
ate selective medium; Tryptone Glucose Yeast Agar 
(Hi-Media Laboratories, Mumbai, India) for total via-
ble and psychrophilic bacteria, incubated at 30 °C for  
48 h and 7 °C for 10 days, respectively; Rose Bengal 
Chloramphenicol Agar (Hi-Media, India) for yeast and 
molds, incubated at 25 °C for 72 h, de Man Rogosa 
Sharpe Agar (Chemsolute, Germany) for Lactic acid 
bacteria (LAB), anaerobically incubated at 30 °C for  
48 h. Colony were counted into log colony forming 
units per g of sample (log CFU/g).

Color analysis. The colorimetric parameters, includ-
ing the L*, a*, and b* values, of the beef patties were 
measured using a colorimeter (CHN Spec, China). Five 
beef patties were used per treatment and per replicate.

Texture analysis. Texture profile analysis (TPA) was 
performed according to the procedure of Bourne [23] 
using a Texture Analyser (TA-XT Plus model, Stable 
Micro Systems, Godalming, Surrey, UK) with a trigger 
force of 5 g. The TPA tests were carried out using a 
cylindrical probe (SMS P/25; 25 mm diameter com-
pression platen). The probe was 10 mm above the 
beef patties, and the test speed was 5 mm/sec. The 
beef patties were compressed twice at 50 % by probe. 
Hardness, adhesiveness, springiness, cohesiveness, 
gumminess, chewiness, and resilience of the samples 
were determined by the Exponent Software.
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Statistical analysis. Each experimental group com-
posed of three biological replicates, and each biological 
replicate included at least two technical replicates to 
assess experimental accuracy and precision. Statistical 
analysis of the data obtained in the study was done 
using SPSS (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) program. 
A one-way analysis of variance (ANOVA) with post hoc 
Tukey studentized range honestly significant difference 
(HSD) test (Dunnett T3 test for data not following nor-
mal distribution).

RESULTS AND DISCUSSION
Essential oil composition. A total of 40 compounds 

was identified from the GC/MS analysis and their 
peak area (%) and relative retention indices are 
shown in Tab. 1. Carvacrol (35.2 %), γ-terpinene 
(16.30 %), p-cymene (16.29 %), thymol (5.86 %), 
α-terpinene (5.02 %), and myrcene (4.07 %) were 
the main components of the essential oil of T. spica-
ta. There are differences between the components 
detected in some studies where TSEO content was 
investigated and those detected in the current study. 
In particular, the number of components detected 
in the current study was relatively higher than in 
previous studies [17, 19, 24]. It was thought that this 
situation might have been caused by the extraction 
method of essential oil, genotype, soil conditions, 
humidity, temperature and season, harvest time, 
geographical region and intrinsic (cg/column, con-
dition etc.) factors [25].

Physical parameters. The pH changes in the beef 
patties samples during the storage period are given in 
Tab. 2. As seen in the table, pH increased in all sam-
ples at the end of the storage period (p<0.05). At the 
end of the storage period, the pH of the beef patties 
was between 5.26 and 5.50. The increase observed 
in the control group beef patties was relatively higher 
than the coated beef patties. This increase observed 
in beef patties groups may be due to the accumulation 
of metabolites and the deamination of proteins due 
to the activities of bacteria in the meat [12]. On the 
other hand, it can be said that the relatively lower pH 
increase observed in the coated beef patties is due 
to the fact that the essential oils added to the edible 
coatings affect the gas permeability by decreasing or 
increasing the CO2 solubility [26]. As a matter of fact, 
a similar result was reported by Şen and Kılıç [12] in 
cooked beef patties with edible coating containing acai 
powder and matcha extracts. Again, it was reported 
that the ones coated using rosemary extract remained 
at the pH level of 5.48 compared to the pH of 6.66 
measured in uncoated chicken beef patties [27].

Significant visual changes in meat and meat prod-
ucts can be affected by many factors and ultimately 
affect consumers’ perception of quality and freshness 
[28]. The changes in L*, a* and b* occurring in the beef 
patties samples during the storage period are given 
in Tab. 2. While L* value decreased until the 4th day 
of storage in all groups, it increased on the 6th day 
(p<0.05). On the other hand, at the end of the storage 
period, the L* value was found to be lower in the coated 
beef patties samples compared to the control group. 

This result was consistent with the study investigating 
the effect of soy-based edible film combined with thyme 
essential oils in beef patties [29]. Akcan et al. [30] 
reported that cooked beef patties treated with whey 
protein edible film combined with Laurus nobilis L. and 
Salvia officinalis had higher L* value at the end of the 
storage period. Redness, measured by the a* value 
of meat, is one of the most important components in 
terms of the most important color. Looking at the re-
sults in general, this value remained above 10 during 
the ripening period. On the other hand, a significant 

Table 1. Composition determined by GC-MS analysis  
of the essential oils from T. spicata in this study 
Таблица 1. Состав эфирных масел T. spicata, 
определенный с помощью анализа ГХ-МС в данном 
исследовании

Component Area 
(%) RI*

Methyl isovalerate
2,5-diethyltetrahydrofuran
3-methylapopinene
α-thujone
α-pinene
Vinyl amyl carbinol
2,2-Dimethyl-5-methylene norbornane
Sabinene
Beta-pinene
5-Methyl-3-heptanone
Myrcene
3-Octanol
α-phellandrene 
3-Carene 
α-terpinene 
p-cymene
Beta-phellandrene 
(E)-β-ocimene
γ-terpinene 
Trans-4-thujanol
Terpinolene
Linalool
cis-4-(Isopropyl)-1-methylcyclohex-2-en-1-ol
Borneol
4-Carvomenthenol
p-cymen-8-ol
α-terpineol
cis-Dihydrocarvone 
d-Dihydrocarvone 
cis-3-Hexenyl pentanoate
Thymol methyl ether
Carvone
Thymol
Carvacrol
Caryophyllene
9-epi-(E)-Caryophyllene
α-humulene
γ-gurjunene
Caryophyllene oxide

0.10
0.02
0.02
2.30
1.96
1.36
0.32
0.04
0.52
0.04
4.07
0.60
0.78
0.37
5.02

16.29
1.74
0.17
16.3
0.19
0.67
0.51
0.11
0.67
2.47
0.16
0.50
0.27
0.14
0.06
0.11 
0.09
5.86
35.2
3.79
0.20
0.19
0.11
0.38

773
896
927
927
933
978
954
972
978
938
991
999

1007
1009
1018
1025
1031
1046
1058
1069
1086
1101
1124
1173
1184
1189
1195
1198
1204
1282
1239
1246
1293
1300
1449
1464
1454
1476
1587

Total 100%

Note. *RI – Retention index.
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overall decrease in the a* value of the patties treated 
with TSEO-containing films was observed during the 
storage period (p< 0.05). On the last day of storage, 
beef patties coated with and without TSEO had lower 
a* values than the control group. This change observed 
at the end of the storage period has also been reported 
in edible coated beef patties and meats in different 
studies [30, 31, 29]. The yellowness (b* value) affected 
by properties such as pH, water activity and oxidation 
were generally decreased in all groups (p<0.05). On 
the other hand, this decrease was more evident in the 
coated beef patties samples compared to the control 
group. Kodal Coşkun et al. [29] reported lower b* val-
ues in beef patties coated with soy-based edible film 
combined with thyme essential oils after 12 days of 
storage compared to the control group.

Lipid oxidation. Lipid oxidation, which is considered 
as one of the main factors limiting the shelf life of 
muscle foods, is one of the important quality criteria 
[27]. In the current study, the lipid oxidation level was 
measured in terms of thiobarbituric acid (TBA) and is 
presented in Tab. 3. As seen in the table, TBA values 
were generally significantly lower in all groups during 
storage (p<0.05). At the end of storage, the lowest 
TBA value of 1.00 was observed in ARG-coated beef 
patties loaded with TSEO. Although this difference was 
statistically significant, it was found to be lower in ARG 
coated beef patties without TSEO when compared to 
the control group (p<0.05). This indicates that ARG 
films delay oxidation by forming a possible oxygen 
barrier mechanism. On the other hand, active ingre-
dients such as carvacrol and thymol, which both ARG 
and TSEO contain, highlight the potential role of edible 
coating as antioxidative [29]. Similar findings have 
been reported in different studies in which edible beef 

patties coating was applied [30, 29]. It has been sug-
gested that the addition of 0.05, 0.10 and 0.15 % sage 
to Chinese sausage has lower TBA values compared 
to controls [32]. Another study [33] reported that the 
addition of thyme oil (3 %) to raw and cooked pork and 
beef mince samples significantly reduced TBA values 
after 12 days at 4 °C. These results are in agreement 
with our results in the present study.

Microbiological characteristics. The effect of ARG 
loaded with T. spicata essential oils edible coating on 
the shelf life of packaged beef patties is shown in Fig. 
The effect of ARG and thyme oil-loaded ARGs on the 
total aerobic bacteria (TAB) count both during and at 
the end of the storage period had a significant effect 
(p<0.05) (Fig. a). The edible coating with ARG showed 

Table 2. pH and color changes of control and coated beef patties during the storage period (6 day)
Таблица 2. Изменения рН и цвета контрольных и покрытых оболочкой говяжьих котлет в течение периода хранения 
(6 дней)

Parameter Group Day 0 Day 2 Day 4 Day 6

pH
C 5.34±0.02Aa 5.09±0.02b 5.42±0.05Aac 5.50±0.03Ac

ARG 5.11±0.03Ba 5.11±0.05a 5.32±0.02Bb 5.34±0.03Bb

ARG-TSEO 5.21±0.03Cab 5.17±0.03a 5.25±0.02Bb 5.26±0.02Cb

L*
C 47.47±0.42Aa 44.63±1.70Ab 37.33±0.83ABc 43.52±0.52Ab

ARG 44.83±0.15Ba 42.74±0.44ABab 39.99±1.31Ac 40.66±1.13ABbc

ARG-TSEO 43.20±0.20Ca 41.69±0.72Bab 35.35±1.40Bb 38.92±1.57Bc

a*
C 19.13±0.11Aa 20.40±0.38ab 18.71±0.52Aa 21.48±1.17Ab

ARG 19.69±0.13Ba 21.65±1.25b 17.27±0.13Bc 13.93±0.41Bd

ARG-TSEO 19.41±0.22ABa 21.67±1.59b 16.73±0.16Bc 13.53±0.29Bd

b*
C 10.11±0.11 9.59±0.30A 9.62±0.32 10.04±0.12A

ARG 10.12±0.09a 9.54±0.17Ab 9.59±0.13b 9.17±0.10Bc

ARG-TSEO 10.12±0.13ab 10.63±0.29Ba 9.55±0.31b 8.47±0.30Cc

Note. *Values are given as mean ± standard deviation. N = 3 biological replicates. Different uppercase letters in the same 
column indicate significant difference during storage while different lowercase letters in the same row indicate significant 
difference among the samples separately for each parameter (p<0.05). C: Beef patties without coating, ARG: Beef patties 
with A. rosea gum coating, ARG-TSEO: Beef patties with A. rosea gum coating loaded with T. spicata essential oil. 

Table 3. TBA values of beef patties samples during the 
storage period 
Таблица 3. Содержание тиобарбитуровой кислоты в 
образцах говяжьих котлет в течение срока хранения

Storage 
day

Groups
C ARG ARG-TSEO

0 1.08±0.04A 1.08±0.03A 1.10±0.05A

2 1.18±0.02Ba 1.13±0.04ABa 0.90±0.04Bb

4 1.36±0.01Ca 1.21±0.06Bb 0.92±0.03Bc

6 1.49±0.03Da 1.33±0.02Cb 1.00±0.04ABc

Note. *Values are given as mean ± standard deviation. 
N = 3 biological replicates. Different uppercase letters in the 
same column indicate significant difference during storage 
while different lowercase letters in the same row indicate 
significant difference among the samples separately for 
each parameter (p<0.05). C: Beef patties without coating, 
ARG: Beef patties with A. rosea gum coating, ARG-TSEO: 
Beef patties with A. rosea gum coating loaded with T. 
spicata essential oil.
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an antimicrobial effect against TAB. On the other hand, 
the antagonistic effect of the essential oil added into the 
coating on the growth of TAB was found to be higher. 
The antimicrobial activity of pectin edible coatings 
prepared by adding T. spicata essential oil against 
TAB on sliced bolognas was reported by Gedikoğlu 
[34]. Consistent with our present study, Antoniadou 
et al. [35] reported that the number of TAB decreased 
significantly in beef patties coated edible with chi-
tosan and this effect existed until the end of the  
14-day storage period. It is generally known that when 
the microbial count in food reaches 106 CFU/g, food 
becomes unacceptable to eat [34]. Based on this 
information, this value was not reached at the end 
of the storage period in all groups. However, if the 
storage period is extended, it can be predicted that 
especially the control group may be at a level close 
to this value. This indicates that the edible coating 
improves the shelf life of the beef patties.

Yeast and mold growth results in the groups are 
shown in Fig. b. Overall, ARG edible coating loaded 
with TSEO had a significant (p<0.05) effect on yeast 
and mold growth compared to the control group. Espe-
cially at the end of the storage period, this difference 
became more pronounced. Again, the use of essential 
oils in the coating caused an antagonistic effect on the 
current parameter. At the end of the storage period, the 

C treatment had the highest yeast and mold counts at 
4.28 log CFU/g, while the ARG and ARGEO treatment 
had the lower count at 3.21 and 2.99 log CFU/g, re-
spectively. Gedikoğlu [34] reported that, contrary to our 
results, there was no difference between the number 
of yeast and mold in the storage period, but at the end 
of the storage period (25th day), the number of yeast 
and molds decreased significantly in sliced bolognas 
coated with pectin fortified with TSEO.

Lactic acid bacteria count of control samples and 
ARG-coated samples did not differ at day 0 and 2 
(Fig. d). However, there was a logarithmic difference 
of approximately 0.5 in all groups after day 4. This 
difference was found to be statistically significant at the 
end of the storage period in the control samples and 
the samples treated with ARG and ARGEO (p<0.05). 
Antoniadou et al. [35] reported that LAB counts were 
lower in chitosan-coated beef patties during the stor-
age period compared to the control group, but there 
was no difference at the end of the storage period. On 
the other hand, Gedikoğlu [34] reported that the LAB 
number (1.72 log CFU/g) of sliced bolognas coated 
with TSEO loaded pectin was lower than those in the 
normal coating and control group. In another study [27], 
it was suggested that the number of LAB obtained from 
chicken beef patties coated with rosemary essential 
oil was lower than that of the control group.

Effect of edible coating on microbiological characteristics of beef patties samples: a – total aerobic bacteria; b – yeast 
and mold; c – psychrophilic bacteria; d – lactic acid bacteria. C: Beef patties without coating; ARG: Beef patties with  

A. rosea gum coating; ARGEO: Beef patties with A. rosea gum coating loaded with T. spicata essential oil

Влияние съедобного покрытия на микробиологические характеристики образцов котлет из говядины:  
а – суммарные аэробные бактерии; b – дрожжевые и плесневые бактерии; 

c – психрофильные бактерии; d – молочнокислые бактерии. C: котлеты из говядины без покрытия; ARG: котлеты 
из говядины с покрытием из камеди A. rosea; ARGEO: котлеты из говядины 
с покрытием из камеди A. rosea с добавлением эфирного масла T. spicata



Baran A. Effect of Althaea rosea flower gum loaded with Thymbra spicata (Zahter) essential oil coating ... 
Баран А. Влияние покрытия из цветочной камеди Althaea rosea, обогащенной эфирным ...

544

The total number of psychrophilic bacteria, which 
is accepted as an indicator of food spoilage in cold 
storage, was found to be between 1.32 and 1.45 in all 
groups at day 0. At day 6, this value was 3.09 log CFU/g 
for the control group and 2.79 and 2.58 log CFU/g for 
the ARG and ARGEO groups, respectively (Fig. d). 
The values remained below the acceptable limit at the 
end of the storage period. When the total psychrophilic 
bacteria numbers were compared between the groups, 
it was seen that the difference between the control and 
ARG and ARGEO groups was significant at the end of 
the storage period (p<0.05). Similar results were also 
reported by Can and Şahin [27]. 

Textural features. The texture analysis results of the 
beef patties samples at the end of the storage period 

are given in Tab. 4. There was no difference between 
the groups in terms of springiness, cohesiveness and 
resilience parameters. The results obtained showed 
that the coatings had a softening effect on the beef 
patties. These differences were found to be statistically 
significant (p<0.05), adhesiveness was highest in the 
control and lowest in the ARG and ARGEO groups. It 
was determined that the highest gumminess and chew-
iness values were in the control sample on the 6th day. 
In the control group, these values were determined as 
155.18 and 148.75 (N/mm2), respectively. Torusdağ et 
al. [36] reported that gelatin-based rosemary extract 
containing edible coatings reached lower chewing and 
stickiness values in beef patties compared to the control 
group after 10 days of storage, just like our result. In 
another study [37], the application of an edible coating 
enriched with antioxidant and antimicrobial substances 
to fish fillets at the end of storage, unlike our study, was 
determined to have the highest springiness.

CONCLUSIONS
The essential oils of Thymbra spicata were eval-

uated for its antioxidant, color, antimicrobial and 
textural properties in Althaea rosea flower gum-based 
edible coatings for packaged beef patties during cold 
storage. The application of T. spicata essential oil 
with ARG coating led to some changes in the ap-
pearance of beef patties by slight color differences 
but decreased the pH and lipid oxidation compared 
with beef patties without coating. Similar observa-
tions were detected ARG coated beef patties. On 
the other hand, when the beef patties coated with 
ARG loaded with T. spicata essential oil were exam-
ined in terms of total aerobic bacteria, psychrophilic 
bacteria, lactic acid bacteria and yeast/mold, it was 
determined that they had lower numbers. Moreover, 
the gumminess and chewiness values were higher in 
both groups of ARG and ARG loaded with T. spicata 
essential oil coating compared to the control group. 
This study revealed that ARG and ARG loaded with 
T. spicata (Zahter) essential oil coating could be a 
useful hurdle technology.

Table 4. Texture profile analysis of beef patties
Таблица 4. Анализ текстурного профиля говяжьих  
котлет

Parameters
Groups

C ARG ARG-TSEO
Adhesiveness 
(Ns) -81.79±30.77A -28.6±14.49B -26.11±8.06B

Springiness 
(mm) 0.96±0.03 0.91±0.06 0.92±0.03

Cohesiveness 
(Ratio) 0.38±0.03 0.37±0.06 0.38±0.02

Gumminess  
(N/mm2) 155.18±25.51A 102.04±28.15B 55.46±32.47B

Chewiness 
(N.mm) 148.75±28.94A 92.98±28.7B 51.35±30.33B

Resilience  
(N/mm) 0.06±0.05 0.07±0.01 0.07±0.01

Note. *Values are given as mean ± standard deviation. 
N = 3 biological replicates. Means in the same row not 
sharing a common superscript are different (p<0.05). C: 
Beef patties without coating, ARG: Beef patties with A. 
rosea gum coating, ARG-TSEO: Beef patties with A. rosea 
gum coating loaded with T. spicata essential oil.
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Молекулярная масса и молекулярно-массовое 
распределение белка серицина, экстрагированного  

из отходов коконов Bombyx mori
Замира Умаралиевна Шерова, Абубакр Саидкулович Насриддинов,  
Шавкат Ёрович Холов, Сураё Рахматжоновна Усманова, 
Зайниддин Камарович Мухидинов 
Институт химии им. В. И. Никитина НАН Республики Таджикистан, 
г. Душанбе, Республика Таджикистан
Автор, ответственный за переписку: Мухидинов Зайниддин Камарович, zainy@mail.ru
Аннотация. Серицин шелка представляет собой глобулярный водорастворимый белок, который 
обволакивает шелковые волокна, склеивая их и обеспечивая сцепление кокона. Выделение серицина 
из раствора экстракта производилось двумя способами: первый образец получен концентрировани-
ем отфильтрованного экстракта при низком давлении (СНД), второй образец – ультрафильтраци-
ей (СУФ) с применением мембраны. В данной работе был использован метод высокоэффективной 
эксклюзионной жидкостной хроматографии с применением вискозиметрического и рефрактоме-
трического детекторов для определения молекулярной массы и конформации полипептидов сери-
цина, полученного из коконов тутового шелкопряда Bombyx mori. Рассмотрены процессы агрегации 
белка серицина шелка при разных стрессовых условиях его выделения из раствора. Показано, что 
макромолекулы серицина присутствуют в виде монодисперсного полипептида при низких концен-
трациях и агрегируются в концентрациях более 1–2 мг/мл. Полученные данные указывают на то, 
что не только параметры процесса экстракции влияют на молекулярную массу и агрегативное по-
ведение белка, но и условия выделения его из раствора, включая температуру, давление и степень 
концентрирования. Результаты данной работы подтверждают и дополняют сведения о влиянии 
различных факторов на ассоциацию белковых макромолекул в растворе и согласуются с данными 
других авторов. Полученные фракции серицина могут найти множество применений, включая ма-
териалы для тканевой инженерии, покрытий для модификации поверхности, среды для культиви-
рования клеток, в косметике, а также в качестве пищевых добавок и медицинских биоматериалов.

Ключевые слова: серицин, молекулярная масса, гидродинамический радиус, агрегация, концентри-
рование, ультрафильтрация 
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Molecular weight and molecular weight distribution of sericin 
protein extracted from cocoon waste of Bombyx mori 

Zamira U. Sherova, Abubakr S. Nasriddinov, Shavkat Е. Kholov,  
Surayo R. Usmanova, Zayniddin K. Muhidinov
V. I. Nikitin Institute of Chemistry NAS Republic of Tajikistan, 
Dushanbe, Republic of Tajikistan 
Corresponding author: Zayniddin K. Muhidinov, zainy@mail.ru
Abstract. Silk sericin comprises a globular water-soluble protein that surrounds silk fibres, sticking them 
together and providing cocoon adhesion. Sericin was isolated from the extract solution in two ways: the first 
sample was obtained by concentrating the filtered extract at low pressure (SLP); the second sample was 
obtained by ultrafiltration (SUF) using a membrane. In this work, the size exclusion-high-performance liquid 
chromatography involving viscometry and refractive index detectors was used to determine the molecular 
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ВВЕДЕНИЕ
Многолетняя история использования шелковых 

нитей в хирургии сделала белок шелка широко из-
вестным как биосовместимый материал [1–6]. Белок 
шелка был обнаружен в железах семейства члени-
стоногих, таких как шелкопряды, пауки и пчелы. Тем 
не менее большинство биоматериалов на основе 
шелка получают из шелковых нитей тутового шел-
копряда Bombyx mori из-за его богатого источника, 
в частности фиброина и серицина [1, 5, 6]. 

Кроме того, серицин обладает неотъемлемыми 
биологическими свойствами, что делает возможным 
его использование в качестве компонента фарма-
цевтических составов с рядом биомедицинских 
применений, таких как противоопухолевые, противо-
микробные препараты, антиоксиданты, и в качестве 
каркасов для восстановления тканей, серицин также 
принимает участие в молекулярных механизмах, 
связанных с регуляцией факторов транскрипции, 
в снижении воспалительных сигнальных молекул, 
стимуляции апоптоза, миграции и пролиферации 
мезенхимальных клеток [6–8].

В последнее время регенерированный фиброин 
шелка представляется одним из наиболее изучен-
ных материалов на основе шелка для тканевой 
инженерии. Однако он требует сложного процесса 
подготовки и со временем непреодолимо денату-
рирует до твердого состояния, что является самой 
большой проблемой для производства в больших 
масштабах и широкого использования его в ка-
честве коммерческого материала. Результаты 
недавних исследований [1–4] показали, что сери-
цин в этом плане может заменить фиброин, быть 
наиболее подходящим биоматериалом для ткане-
вой инженерии. Выявлено, что серицин способен 
поглощать УФ-излучения в диапазоне 223–300 нм, 
ингибировать тирозиназу, противостоять свобод-
ным радикалам и сохранять набухаемость анало-
гично гиалуроновой кислоте, что является важным 
свойством биоматериала для тканевой инженерии. 
Авторами [1] на основе клеточного эксперимента 
на фибробластах человека установлено, что сери-
цин (0,05 масс. %) может стимулировать пролифе-
рацию клеток и, очевидно, повышать экспрессию 
коллагена типа I, коллагена типа III и гиалурони-
дазы I по сравнению с контролем через 7 дней, 

что может вполне заменить регенерированный 
фиброин шелка. 

Серицин шелка (CШ) представляет собой гло-
булярный водорастворимый белок, составляющий 
от 25 до 30% массы белка шелка в коконах тутового 
шелкопряда. Этот белок обволакивает шелковые 
волокна, склеивая их и обеспечивая сцепление 
кокона. Серицин – аморфное семейство белков, 
преимущественно существует в конформации слу-
чайного клубка. СШ представляет собой гидрофиль-
ный гликопротеин, в основном состоящий из серина, 
глицина, аспарагиновой и глютаминовой кислот 
с различными флавоноидами и каротиноидами, 
которые действуют как гуммирующие агенты [3, 8]. 

Молекулярная масса серицина колеблется  
от 20 до 310 кДа, а его структура и молекулярная 
масса зависят от метода экстракции и способа 
его очистки из раствора [3]. Серицин, полученный 
из водорастворимого компонента шелка тутового 
шелкопряда, состоит из полипептидов с молекуляр-
ной массой 60–130 кДа и особенно богат аспараги-
новой кислотой и серином с высоким содержани-
ем гидроксильных, карбоксильных и аминогрупп. 
С другой стороны, фиброин шелка (ФШ), основной 
компонент шелкового волокна, состоит из поли-
пептидов тяжелой и легкой цепей с молекулярной 
массой 25–350 кДа, а его аминокислотный состав – 
в основном из глицина, аланина, серина и высокого 
содержания тирозина [1]. 

Абсолютная характеристика белков в растворе 
важна и желательна в различных отраслях промыш-
ленности. Например, в фармацевтике или биотех-
нологии продукты на белковой основе должны быть 
однородными и без присутствия агрегатов. Было 
обнаружено, что химическая агрегация молекул те-
стируемых соединений – одна из причин получения 
ложноположительных результатов при скрининге 
свойств многих новых лекарств [9] среди прочих. 

Авторы [10] для определения молекулярной 
массы ФШ применили простой метод – УФ-спек-
троскопию. Экспериментально найдена прямая 
зависимость молекулярной массы от оптической 
плотности водных растворов ФШ при длине волны 
275 нм при различных концентрациях. С исполь-
зованием значения тангенса угла, прямой линии, 
полученной по этой зависимости, было определе-

weight and conformation of sericin polypeptides obtained from cocoons of the Bombyx mori silkworm. 
The aggregation processes of silk sericin protein under various isolation conditions from the solution were 
considered. It was shown that sericin macromolecules are present as a monodisperse polypeptide at low 
concentrations, which aggregates at concentrations greater than 1–2 mg/ml. The obtained data indicate that, 
along with the parameters of the extraction process, the conditions for its isolation from the solution, including 
temperature, pressure and degree of concentration, affect the molecular weight and aggregative behaviour 
of the protein. The results confirm and complement previously obtained data on the influence of various 
factors on the association of protein macromolecules in solution. The resulting sericin fractions can find many 
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но, что молекулярная масса ФШ равна 411,7 кДа, 
что намного выше приведенных данных, найденных 
известной аналитической методикой [1–5].

Расшифровка молекулярной основы неправиль-
ной укладки и агрегации белка является важным 
шагом на пути к полному пониманию факторов, 
вызывающих возникновение нервных заболева-
ний, и приводит к разработке эффективных тера-
певтических стратегий [11]. В связи с этим анализ 
агрегации белка в растворе предлагает отличный 
инструмент для изучения патологических процес-
сов нарушения правильных конформаций белка 
в контролируемых условиях. 

Арамвит и соавторы [12] продемонстрировали, 
что метод экстракции шелка в растворах кислоты, 
щелочи и мочевины влияет на физические (терми-
ческое поведение) и биологические свойства (инги-
бирование ферментов). Серицин, экстрагированный 
различными методами, имеет разную молекулярную 
массу: экстрагированный мочевиной показал чет-
кие полосы с молекулярной массой в диапазоне 
от 10 до >225 кДа; кислотная и щелочная экстрак-
ции – различимые полосы в диапазоне 50–150 кДа 
и 15–75 кДа соответственно. Экстрагированные 
образцы серицина отличались дзета-потенциа-
лом (плотность заряда на коллоидных частицах) 
и размерами частиц: серицин, экстрагированный 
в щелочном растворе, имел самые большие кол-
лоидные частицы, но низкий отрицательный за-
ряд, в то время как средний размер коллоидных 
частиц серицина, экстрагированного мочевиной, 
был низким за счет высокого заряда на поверхности 
коллоидных частиц. Однако серицин, полученный 
мочевиной, был токсичным по отношению к живым 
клеткам фибробласта.

А. Куриока и соавторы [13] также сообщили 
о различиях в активности белка-ингибитора трип-
сина, когда экстракция проводилась в водном, кис-
лом и щелочном растворах. Широкий диапазон 
молекулярной массы серицина от 10 до 400 кДа был 
получен в работах [14, 15] в зависимости от методов 
экстракции, температуры, pH и времени обработки. 

Ю. Такасу и др. [16] охарактеризовали фракции 
серицина свежих коконов тутового шелкопряда 
путем растворения белка в насыщенном водном 
растворе тиоцианата лития, содержащем 2-мер-
каптоэтанол. Методом электрофореза в полиакри-
ламидном геле с додецилсульфатом натрия (SDS-
PAGE) были обнаружены 3 основных полипептида 
с молекулярной массой 400, 250 и 150 кДа, что со-
ответствует серицину, присутствующему в средней, 
передней и задней частях шелковой железы. 

В работе [17] щелочной электролизный раствор, 
содержащий серицин, был разделен ультрафиль-
трацией на ретентат с широким диапазоном высоко-
молекулярных фракций, составляющим 10 масс. %  
оболочки кокона. Далее нанофильтрацией филь-
трат был разделен на воду и ретентат, содержащий 
олигопептиды и свободные аминокислоты, которые 
можно использовать непосредственно в качестве 
пищевых добавок или биологических питательных 
сред. Электрофорез SDS-PAGE и высокоэффек-
тивная эксклюзионная жидкостная хроматогра-

фия (ВЭЭЖХ) показали, что молекулярная масса 
этих пептидов серицина находится в диапазоне  
0,2–60; 0,2–30 и 0,2–15 кДа. 

Существует большое методологическое разноо-
бразие, позволяющее охарактеризовать состояние 
белка в растворе. Молекулярные зонды, флуорес-
ценция, определение мутности, светорассеяние 
и другие представляют собой очень распространен-
ные средства для мониторинга конформационного 
состояния белка в режиме реального времени [11]. 

Многоугловое лазерное рассеяние света (МУЛС) 
является абсолютным методом определения мо-
лярной массы биополимеров в растворе [18]. Кро-
ме того, это чрезвычайно чувствительный метод 
для определения того, насколько макромолекулы 
образовали какие-либо агрегаты, потому что сигнал, 
полученный от детектора светорассеяния, прямо 
пропорционален средней молярной массе (MW) 
измеряемого образца, умноженной на его концен-
трацию.

Различные агрегированные состояния белка 
были разделены на несколько пиков с помощью 
ВЭЭЖХ, и анализ молекулярного веса этих пиков 
был определен детектором МУЛС одновременно. 
Обнаруженные молекулярные массы по МУЛС 
очень хорошо коррелировали с известными дан-
ными для мономера, димера, тримера и высших 
олигомеров этого белка. Как и ожидалось, в боль-
шинстве буферных систем белок вел себя ана-
логично необработанному контролю [19]. Однако 
методом МУЛС было обнаружено, что в 2-х разных 
мобильных фазах молекулярная масса была ниже 
или выше, чем ожидалось, что свидетельствует 
о концентрационной или pH зависимой диссоциации 
или ассоциации белковых субъединиц. 

Понимание влияния структурных изменений 
и взаимодействий белка на механизмы их агрегации 
может привести к улучшению стратегий снижения 
агрегации и вязкости раствора. В данной работе 
исследована ненативная агрегация белка серицина 
в условиях его выделения из раствора при повы-
шенных концентрациях. Для определения моле-
кулярной массы и конформационных состояний 
макромолекулы серицина, полученного из отходов 
коконов тутового шелкопряда, нами был использо-
ван метод ВЭЭЖХ с применением вискозиметриче-
ского и рефрактометрического детекторов. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В эксперименте использовали серицин, экс-

трагированный 0,5%-м раствором Na2CO3 из ко-
конных оболочек тутового шелкопряда Bombyx 
mori при температуре 80 °С и в течение 30 мин 
с последующей водной экстракцией при темпе-
ратуре 90 °С в течение 3 ч. Выделение серицина 
из раствора экстракта производилось двумя спосо-
бами: первый образец получен концентрированием 
отфильтрованного экстракта 500 мл при низком 
давлении (НД) на роторном испарителе, а второй 
образец – ультрафильтрацией (УФ) такого же объ-
ема с применением плоских мембран УАМ 175, 
характеризуемых отсечками по молекулярной массе 
15–20 кДа. Далее в концентрированный раствор 
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каждого образца определенного объема добавляли 
этиловый спирт в соотношении 1/3 и оставляли 
для осаждения серицина на сутки. Конечная кон-
центрация этанола в смеси составила в среднем 
60,0±1,7%. Через сутки осадок серицина отделяли 
центрифугированием, декантировали спиртом, вы-
сушивали при комнатной температуре и измельчали 
на шаровой мельнице. Полученный таким образом 
белок назван СНД. Концентрат второго образца, 
названный СУФ, получали так же, как и в первом 
случае. Спиртовые растворы упаривали досуха 
и получали спирторастворимые части белка се-
рицина – образцы ССНД и ССУФ соответственно. 
Из фильтрата после УФ также получен белок, обо-
значенный как ФУФ.

Молярную массу (Mw) и молекулярно-массовое 
распределение (ММР) образцов серицина анали-
зировали на ВЭЭЖХ с помощью системы доставки 
высокого давления (Waters, США), встроенного 2-ка-
нального вакуумного дегазатора, последовательно 
соединенного с дифференциальным вискозиме-
тром модели ViscoStar (Wyatt Technology, США), 
дифференциальным рефрактометром (RI 2410, 
Waters, США), двумя эксклюзионными колонками 
PL-Aquagel OH-60 и OH-40, системой автомати-
ческого введения пробы (717 Plus Auto Injector, 
Waters, США). 

Сухие образцы серицина (~2 мг/мл) растворяли 
в подвижной фазе (0,05 М NaNO3), центрифугиро-
вали при 20 000 g в течение 30 мин и фильтровали 
через мембранный фильтр (Millex HV 0,22 мкм, 
Millipore Corp., США). Скорость потока составляла 
0,8 мл/мин, а объем инжекции – 100 мкл. Образцы 
запускали в 3-кратной повторности. 

Выход фракции белка из колонки обнаруживали 
последовательно с помощью детекторов ViscoStar 
и RI 2410 (Waters, США). Электронные выходы 
обоих детекторов были подключены к отдельным 
последовательным портам одного и того же персо-
нального компьютера таким образом, чтобы данные 
могли одновременно собираться и обрабатываться 
программным обеспечением ASTRA 5.3.4.20 (Wyatt 
Technology, США) и Breez (Waters, США). 

Колонки калибровали с использованием серии 
стандартных образцов Pullulan (Showa Denko K. K., 
Япония) со значениями Mw 788; 667; 404; 112; 47,3 
и 22,8 кДа соответственно [20]. Значения Mw, Mn 
и Mz для серицина были получены с использова-
нием универсальной калибровки. Среднее значе-
ние приращения показателя преломления (равное 
0,185 мл/г) от концентрации (dn/dc) было взято 
из литературы [21].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Полученные образцы серицина представляли со-

бой мягкие, шелковистые на ощупь однородной кон-
систенции порошки и отличались цветом (табл. 1, 
рис. 1): сконцентрированные вакуум-выпарным 
способом и выделенные из спиртового осадка СНД 
сероватого цвета; образец из спиртового раствора 
ССНД светло-коричневого цвета; образец, полу-
ченный после ультрафильтрации и выделенный 
из спиртового осадка СУФ, сероватого цвета; об-

разец из спиртового раствора ССУФ коричневого 
цвета, а серицин, полученный из УФ-фильтрата, 
темно-коричневого цвета. 

Наибольшая фракция белка получена вы-
париванием раствора экстракта в виде осадка 
(12,16%) и растворимой в спирте (3,95%) фрак-
цией. Во втором случае при концентрировании 
раствора экстракта в УФ-ретентате осаждением 
спиртом выделено всего 1,16% белка, т. к. в про-
цессе УФ основная часть белка (8,75%) прошла 
через мембрану, это привело к снижению кон-
центрации белка в ретентате и к низкому выходу 
в спиртовом осадке. Другая часть белка восста-
новлена из спиртового раствора (5,33%). 

На рис. 2 представлены кривые ВЭЭЖХ, полу-
ченные из образцов серицина СНД и СУФ, генери-
руемые программой ASTRA как зависимости моле-
кулярной массы от объема элюирования. Как видно 
из профиля хроматограммы ВЭЭЖХ, СНД (красная 
линия) элюируется в виде 2-х пиков с широким ММР, 
хотя первый большой пик несимметричен и име-
ет небольшое плечо в начале. Это говорит о том, 

Таблица 1. Выход фракций серицина, полученного 
разными способами
Table 1. Yield of the sericin fraction obtained by different 
methods

Фракции серицина (г) Выход (%)
СНД 4,2569 12,16
ССНД 1,3822 3,95
СУФ 0,4054 1,16
ССУФ 1,8654 5,33
ФУФ 3,0637 8,75
Всего 10,9736 31,35

Рис. 1. Образцы серицина 
Fig. 1. Sericin samples
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что в данном образце имеется и третья фракция 
в небольшом количестве. В то время как профиль 
элюирования образца СУФ продемонстрировал 
более четкое разделение 4-х фракций полипепти-
дов серицина в более широкое полимодальное 
распределение по ММР.

Представленная картина распределения белка 
по фракциям хорошо видна на кривых дифференци-
альной зависимости массовой фракции белка от их 
молекулярной массы (рис. 3), полученной с помо-
щью программы ASTRA. Основная доля фракции 
полипептидов приходится на среднюю фракцию 
с молекулярной массой около 20 кДа. ВЭЭЖХ, 
хроматографический анализ молекулярной массы 
и ММР серицина, полученный ультрафильтрацией 

СУФ при комнатной температуре по сравнению 
с образцом СНД, полученным вакуум-выпариванием 
при температуре 50–60 °С, указывают на боль-
шой диапазон распределений макромолекул бел-
ка по массе. Значения Mw варьируются от менее  
1 до более 600 кДа, что указывает на очень широ-
кое распределение значений молекулярной массы 
в первом образце по сравнению со вторым. 

Детальный анализ результатов ВЭЭЖХ, полу-
ченных с помощью программы ASTRA, приводится 
в табл. 2, где представлен выход агрегированных 
частиц (микрогель – MG, %), полученных центрифу-
гированием исходного раствора белка (2 мг/мл), вы-
ход образца из хроматографической колонки (R, %),  
средневесовая молекулярная масса (Mw, кДа), 

Рис. 3. Дифференциальные кривые распределения образцов серицина СНД (красная линия)  
и СУФ (синяя линия) по молекулярной массе

Fig. 3. Differential curves of the molecular weight distribution of sericin samples: SLP (red line) and SUF (blue line)
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Fig. 2. HPSEC profile of elution of sericin samples SLP (red line) and SUF (blue line) and molecular weight distribution 
curves, respectively
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значения полидисперсности для каждой фракции 
полимера (Mw/Mn), характеристическая вязкость 
([ƞ]) и гидродинамический радиус (Rh(w)).

Значения характеристической вязкости и ги-
дродинамического радиуса для первого образца 
ССУФ изменялись в соответствии с их Мw. Однако 
высокое значение индекса полидисперсности, низ-
кие значения характеристической вязкости и гидро-
динамического радиуса для второго образца ФУФ 
говорят о его высокой степени агрегации, скорее 
возникшей при сушке раствора фильтрата. 

Все полученные образцы имели высокий процент 
агрегированных либо денатурированных фракций 
при нейтральном рН в растворе подвижной фазы 
(0,05 М NaNO3), которые были получены с помо-
щью центрифугирования раствора до введения 
их в колонку ЭЖХ и составили 39,22; 25,34; 29,56 
и 31,84% для образцов СНД, СУФ, ССУФ и ФУФ 
соответственно. Среди данных образцов серицина 
фракции СНД, выделенные водно-спиртовым рас-
твором, и растворимая фракция в этой смеси имели 
наибольшее количество агрегированных фракций. 

Как и следовало ожидать, из данных, приведен-
ных в табл. 2, оба образца серицина выделяются 
спиртом в виде 3-х макромолекулярных популяций, 
которые элюируются при различных объемах (время 
удерживания на эксклюзивных сорбентах в колон-
ке). Высокомолекулярные (пик 1) и низкомолеку-
лярные фракции (пик 3) представляли небольшую 
долю макромолекулы белка, молекулярная масса 
которых соответственно была 202,7 и 1,74 кДа  
для образца СНД и 296,8 и 0,12 кДа для образ-
ца СУФ соответственно. Высокомолекулярные 
фракции также отличались высокими значениями 

характеристической вязкости и гидродинамиче-
ского радиуса, в то время как низкомолекулярные 
фракции имели низкие значения этих параметров. 
Согласно известным данным [1], эти фракции можно 
отнести к полипептидам тяжелой и легкой цепей 
макромолекулы ФШ, которые сопутствуют серицину 
при экстракции.

Основная часть фракции полипептидов сери-
цина, выделенная разными методами, приходится 
на фракцию, которая элюировалась вторым пиком 
для обоих образцов и составляла 44,3 и 40,9% 
от исходного количества растворенного белка се-
рицина. Эти фракции почти не отличались по Мw, 
полидисперсности и гидродинамическим характе-
ристикам. Mw для этих фракций была почти одина-
ковая (19,4 и 19,8 кДа), хотя оба образца полидис-
персные в отличие от высоко- и низкомолекулярных 
фракций.

Растворимая в водно-спиртовом растворе фрак-
ция представляла собой полипептид с Mw = 53,1 кДа  
и мономодальным ММР. Фракция серицина, про-
шедшая через мембранный фильтр с пропускаю-
щими по массе макромолекулами менее 20 кДа, 
отличалась от предыдущей фракции полидисперс-
ностью и имела Mw = 32,9 кДа. Значения харак-
теристической вязкости и гидродинамического 
радиуса для первого образца ССУФ изменялись 
в соответствии с их Мw. Однако высокое значение 
индекса полидисперсности, низкие значения ха-
рактеристической вязкости и гидродинамического 
радиуса для второго образца ФУФ говорят о его 
высокой степени агрегации, возникшей, скорее 
всего, при сушке раствора фильтрата.

Биологические свойства, состав и молекулярный 
размер серицина зависят от метода его получения, 
а также, как показали данные настоящей работы, 
и от способа его выделения из раствора. Серицин 
является своего рода природным водорастворимым 
белком, его растворимость в растворе зависит 
от наличия поверхностных гидрофильных групп. 
При добавлении этанола, который является менее 
полярным растворителем, чем вода, сначала снижа-
ется растворимость высокомолекулярных фракций, 
происходит их коагуляция, которая захватывает 
с собой часть и других макромолекул. Данный метод 
выделения белка является более мягким процессом 
и широко используется в промышленности, имеет 
ряд преимуществ по сравнению с низкотемпера-
турными и кислотными методами [22]. 

Как было показано ранее, серицин, экстраги-
рованный различными методами, имеет разную 
молекулярную массу: экстрагированный мочевиной 
показал четкие полосы с молекулярной массой 
в диапазоне от 10 до >225 кДа; кислотная и щелоч-
ная экстракции – полосы в диапазоне 50–150 кДа  
и 15–75 кДа; экстракция водным раствором тиоциана-
та лития – 3 основных полипептида с молекулярной 
массой 400, 250 и 150 кДа соответственно [12–16].

Кроме того, в данной работе нами была оценена 
форма молекул серицина СНД и СУФ в растворе 
на основе их молярных масс и гидродинамических 
радиусов, полученных из характеристической вяз-
кости с помощью программы ASTRA. Наклон кривой 

Таблица 2. Выход агрегированных частиц (микрогель – 
MG, %) и образца из хроматографической колонки (R, %), 
средневесовая молекулярная масса (Mw, кДа), значения 
полидисперсности (Mw/Mn), характеристическая вязкость 
([ƞ], мл/г) и гидродинамический радиус (Rh(w), нм) 
образцов серицина
Table 2. Yield of aggregated particles (microgel – MG, %) 
and the samples from the chromatographic column (R, %), 
weight average molecular weight (Mw, kDa), polydispersity 
index (Mw/Mn), intrinsic viscosity ([ƞ], ml/g) and hydrodynamic 
radius (Rh(w), nm) of sericin samples

Образцы 
серицина MG,% R, % Mw,  

кДа Mw/Mn
[ƞ]w,  
мл/г

Rh(w),
нм

СНД Пик-1 

39,22

0,10 202,7 1,12 117,6 15,1

СНД Пик-2 44,30 19,38 3,4 5,7 2,4

СНД Пик-3 15,60 1,74 1,94 0,8 0,3

СУФ Пик -1

25,34

3,53 296,8 1,38 69 14,7

СУФ Пик-2 40,90 19,8 6,1 15 3,4

СУФ Пик-3 4,90 0,12 1,9 2,9 0,2

ССУФ 29,56 72,00 53,10 2,16 7,90 3,30

ФУФ 31,84 63,50 32,90 5,66 3,20 1,90
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на этом графике (рис. 4) позволяет оценить фор-
му макромолекулы белка [23]. Для серицина СНД 
и СУФ наклон, равный 0,23 и 0,26 соответствен-
но, указывает на свернутую конформацию белка 
в сферической форме, что еще раз подтверждает 
агрегацию данного белка в растворе при исследу-
емых концентрациях (1–2 мг/мл). 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, результаты, полученные в дан-

ной работе, подтверждают и дополняют сведения 
о влиянии различных факторов на ассоциацию 
белковых макромолекул в растворе. Наши данные 
указывают на то, что не только параметры процесса 
экстракции серицина шелка влияют на молеку-
лярную массу и агрегативное поведение белка, 
но и на условия выделения его из раствора, вклю-

чая температуру, давление и степень концентриро-
вания на УФ-мембране. Как видно из полученных 
данных, полипептиды серицина присутствуют в виде 
изолированной β-конформации в низких концен-
трациях, они агрегированы в концентрациях более 
1–2 мг/мл. Данные хорошо согласуются с результа-
тами, полученными другими авторами в работах, 
которые приводятся во введении.

Производимые таким образом белковые продук-
ты могут найти множество применений, включая 
материалы для тканевой инженерии, покрытий 
для модификации поверхности, среды для культи-
вирования клеток и в качестве пищевых добавок. 
Низкомолекулярные продукты переработки шелко-
вых отходов можно использовать непосредственно 
в продуктах здорового питания, косметике и меди-
цинских биоматериалах.
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Влияние штаммов Bacillus thuringiensis на ростовые  
и метаболические процессы в проростках Pisum sativum L.

Анастасия Владимировна Крыжко, Наталья Николаевна Смаглий
Научно-исследовательский институт сельского хозяйства Крыма,
г. Симферополь, Российская Федерация 
Автор, ответственный за переписку: Крыжко Анастасия Владимировна, kryzhko_a@niishk.ru
Аннотация. Энтомопатогенные бактерии Bacillus thuringiensis Berliner являются широко известным 
биоагентом препаратов для регуляции численности листогрызущих насекомых-вредителей 
сельскохозяйственных и декоративных культур. Помимо энтомопатогенных свойств, перспективно 
изучение и других агрономически полезных свойств данного микроорганизма. Целью наших исследований 
было рассмотрение ростстимулирующего эффекта энтомопатогенных штаммов B. thuringiensis 
на растения гороха сорта Девиз. Материалом для исследований послужили энтомопатогенные 
штаммы B. thuringiensis 685, 926 и 109-С, полученные из Крымской коллекции микроорганизмов Научно-
исследовательского института сельского хозяйства Крыма, зарегистрированной на сайте (http://www.
ckp-rf.ru) под номером 507484. Морфометрические параметры проростков гороха оценивали согласно 
стандартным методикам. Биохимические показатели проростков гороха определяли в 10-суточных 
проростках. Активность амилазы проростков гороха определяли фотокалориметрически, общую 
кислотность – титрованием с 0,1 н раствора NaOH, суммарное содержание водорастворимых фенольных 
соединений – титриметрическим методом Левенталя. Установлено, что жидкая споровая культура 
штаммов B. thuringiensis 685, 926 и 109-С оказывала стимулирующее воздействие на длину корня и стебля 
проростка, на вес 10-суточных проростков гороха сорта Девиз. Обработка споровой суспензией всех 
исследованных штаммов B. thuringiensis способствовала увеличению содержания органических кислот 
в проростках в среднем на 12,4% в сравнении с контролем. Максимальное стимулирующее действие 
на амилолитическую активность и синтез фенольных соединений в проростках гороха сорта Девиз 
оказывала обработка споровой суспензией штамма B. thuringiensis 926. Активность амилаз увеличивалась 
в среднем на 41,5% к контролю, а суммарное содержание фенольных соединений в данном варианте было 
в 2,3 раза выше, чем в контроле. Таким образом, принимая во внимание энтомопатогенные свойства 
и полученные данные о ростстимулирующей активности штаммов B. thuringiensis можно заключить, 
что данные бактерии имеют дополнительный потенциал для их использования в сельском хозяйстве в 
качестве агента биопрепарата для защиты растений комплексного действия. 

Ключевые слова: Bacillus thuringiensis, ростстимуляция, горох, морфометрические параметры, 
амилаза, общая кислотность, фенольные соединения
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Effect of Bacillus thuringiensis strains on growth  
and metabolic processes in Pisum sativum L. sprouts

Anastasiia V. Kryzhko, Natalia N. Smagliy
Institute of Agriculture of Crimea, Simferopol, Russian Federation 
Corresponding author: Anastasiia V. Kryzhko, kryzhko_a@niishk.ru
Abstract. Although the entomopathogenic bacteria Bacillus thuringiensis Berliner are well-known bio-agents for 
regulating the population of leaf-eating pests of agricultural and ornamental crops, other agricultural properties 
of this microorganism are promising. In this work, the growth-stimulating effect of entomopathogenic strains 
of B. thuringiensis on Deviz pea plants was studied. The entomopathogenic strains B. thuringiensis 685, 926 
and 109-C obtained from the Crimean Collection of Microorganisms of the Crimean Agricultural Research 
Institute, registered online (http://www.ckp-rf.ru) with number 507484, were used as research material. The 
morphometric parameters of pea sprouts were evaluated following standard methods. Biochemical parameters 
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ВВЕДЕНИЕ
Энтомопатогенные бактерии Bacillus thuringiensis 

являются широко известным биоагентом препа-
ратов для регуляции численности листогрызущих 
насекомых-вредителей сельскохозяйственных 
и декоративных культур. Известно, что препараты 
на основе B. thuringiensis безопасны для компонен-
тов агробиоценоза, их можно применять в любую 
фазу вегетации как на вегетативных, так и на гене-
ративных органах растений [1]. Широким спектром 
исследований [2–4] установлена безопасность таких 
биоинсектицидов для теплокровных животных, 
человека [5], энтомофагов, а также способность 
быстро (в течение 3–4 недель) разрушаться в есте-
ственных условиях [6, 7]. Помимо энтомопатоген-
ных, перспективно изучение и других агрономически 
полезных свойств данного микроорганизма.

Бактерии, принадлежащие к роду Bacillus, в част-
ности B. thuringiensis, в настоящее время считают 
ассоциированными с растениями и относят к группе 
PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) [8, 9].  
B. thuringiensis выступает распространенным эн-
дофитом [10], также индуцирует устойчивость 
растений к патогенам, взаимодействуя с корневой 
системой [11]. Некоторые штаммы B. thuringiensis, 
колонизируя корни, способствуют стимуляции роста 
растений [12]. Предполагается, что ростстимулиру-
ющее воздействие оказывается через продукцию 
индол-3-уксусной кислоты (ИУК) [13], АСС-деза-
миназы, фосфатосолюбилизирующего фермента 
(PSE) [14] и сидерофора (SD) [15].

Среди токсинов, которые продуцируют штаммы 
B. thuringiensis всех серотипов, особый интерес 
вызывает белковый термолабильный δ-эндоток-
син, который обладает фунгицидной активностью, 
влияет на показатели роста и развития отдельных 
сельскохозяйственных культур [16, 17]. Анализ 
литературных источников показал, что обработ-
1 Коробов Я. А. Ростстимулирующее действие дельта-эндотоксина Bacillus thuringiensis на Capsicum annuum L. // 
Естественно-научные исследования в Симбирском-Ульяновском крае: сб. научных трудов XII Межрегиональной 
науч.-практ. конф. Ульяновск: УлГПУ им. И. Н. Ульянова, 2010. Вып. 11. 216 с.

ка δ-эндотоксином ювенильных растений огурца 
и фасоли положительно влияет на всхожесть семян, 
интенсивность роста побега, увеличение содержа-
ния хлорофилла в проростках [18, 19]. δ-эндотоксин 
B. thuringiensis стимулирует рост проростков перца 
стручкового по таким морфометрическими показа-
телям, как длина корня, длина листа по средней 
жилке, обхват стебля, масса растения1. 

В качестве биохимических показателей устойчи-
вости и интенсивности ростовых процессов в про-
ростках в литературе рассматриваются метаболиты 
основного (амилазы, редуцирующие сахара, общая 
кислотность) и вторичного обмена (фенольные 
вещества). Фенольные соединения образуются 
во всех растительных тканях. Они чрезвычайно раз-
нообразны по строению и химическим свойствам. 
Их функциональная роль чрезвычайно разнообраз-
на и связана с процессами фотосинтеза, дыхания, 
аллелопатии, защиты от стрессовых воздействий 
[20, 21]. Фенольные соединения участвуют в регу-
лировании роста растений, проявляя ингибирующее 
или стимулирующее ростовое воздействие [22]. 
Накопление указанных вторичных метаболитов 
зависит от вида растений, стадии их развития и ус-
ловий произрастания [23]. Органические кислоты 
являются непременными участниками механиз-
мов адаптации растений. Имеются сведения, что 
изучение обмена органических кислот у растений 
в условиях стресса представляет интерес с точ-
ки зрения связующего звена между углеводным 
и азотным обменом [24]. Известно, что содержание 
углеводов в прорастающем семени положительно 
коррелирует с общей амилолитической активностью 
[25], а значит, по активности амилаз можно судить 
об активности ростовых процессов [26].

Необходимо отметить, что исследования по по-
воду ростстимулирующей активности B. thuringiensis 
представлены единичными публикациями, в ос-

of pea sprouts were determined for 10-day-old sprouts. The amylase activity of pea sprouts was determined 
by photocalorimetry; total acidity was measured by titration using 0.1 n NaOH solution; total water-soluble 
phenolic compounds were determined by Leventhal titrimetric method. It was found that liquid spore culture 
of strains B. thuringiensis 685, 926 and 109-C had a stimulating effect on the length of root and stem and the 
weight of 10-day-old sprouts of Deviz pea variety. Treatment with a spore suspension of all tested strains B. 
thuringiensis led to an increase in the content of organic acids in the sprouts by an average of 12.4% compared 
with that of the control. Maximum stimulating effect on amylolytic activity and synthesis of phenolic compounds 
in Deviz pea sprouts was achieved by treating with a spore suspension of the strain B. thuringiensis 926. The 
amylase activity increased on average by 41.5% when compared to that of the control, while the total content 
of phenolic compounds in this experiment was 2.3 times higher than that of the control. Therefore, in light of 
the entomopathogenic properties and the obtained data on the growth-stimulating activity of the strains of  
B. thuringiensis, it can be concluded that these bacteria have additional potential for their use in agriculture as 
a bio-agent for plant protection having a complex action. 

Keywords: Bacillus thuringiensis, growth stimulation, peas, morphometric parameters, amylase, total acidity, 
phenolic compounds

For citation: Kryzhko A. V., Smagliy N. N. Effect of Bacillus thuringiensis strains on growth and metabol-
ic processes in Pisum sativum L. sprouts. Izvestiya Vuzov. Prikladnaya Khimiya i Biotekhnologiya = Pro-
ceedings of Universities. Applied Chemistry and Biotechnology. 2022;12(4):557-565. (In Russian). https://doi.
org/10.21285/2227-2925-2022-12-4-557-565.
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новном результатами работ зарубежных авторов.
Цель исследований – изучение влияния энто-

мопатогенных штаммов B. thuringiensis на рост 
и основные биохимические показатели развития 
и устойчивости растений гороха сорта Девиз.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Исследования проводились на базе лаборатории 

молекулярной генетики, протеомики и биоинформа-
тики отдела сельскохозяйственной микробиологии 
ФГБУН «Научно-исследовательский институт сель-
ского хозяйства Крыма» в 2020–2021 гг. Материалом 
для исследований послужили энтомопатогенные 
штаммы B. thuringiensis 685, 926 и 109-С. Штаммы 
получены из Крымской коллекции микроорганиз-
мов ФГБУН «НИИСХ Крыма», зарегистрированной 
на сайте (http://www.ckp-rf.ru) под номером 507484. 
По физиолого-биохимическим свойствам штамм 
B. thuringiensis 685 отнесен к 1-му серотипу (var. 
thuringiensis), штамм B. thuringiensis 926 – к 3-му се-
ротипу (var. kurstaki), а штамм B. thuringiensis 109-С 
‒ к 8-му серотипу (var. morrisoni). Действие исследу-
емых штаммов сравнивалось с действием штамма 
B. thuringiensis Z-52 3-го серотипа (var. kurstaki), у ко-
торого установлено наличие ростстимулирующих 
свойств для растений фасоли и огурца [18].

Споровую культуру штаммов B. thuringiensis по-
лучали на картофельном агаре культивированием 
бактерий в термостате при 27–28 °C в течение 7 суток.

Семена гороха стерилизовали поверхностно 
0,5 %-м раствором KMnO4  (15 мин) с последующим 
многократным промыванием стерильной дистилли-
рованной водой. Опытные образцы раскладывали 
в чашки Петри на стерильный увлажненный (до 60 % 
влагоемкости) песок и выдерживали при темпера-
туре 5 °C в течение 4-х суток, а затем помещали 
в термостат при 20 °C на 6 суток. В чашки добав-
ляли смыв со скошенного агара в виде споровой 
суспензии с титром 3,5·106. В качестве контроля 
использовали дистиллированную воду. Исследова-
ния проводились в условиях лабораторного опыта.

Морфометрические параметры оценивали соглас-
но стандартным методикам, определяли длину корня 
и побега проростка, сырой вес проростка2. Биохимиче-
ские показатели определяли у 10-суточных проростков 
гороха. Активность амилазы устанавливали в сырой 
массе целых проростков фотокалориметрически и вы-
ражали в мг/г*ч3. Общую кислотность сырой массы 
проростков гороха определяли титрованием с 0,1 н 
раствора NaOH и выражали в мэкв/100 г.4 Определе-
ние суммарного содержания фенольных соединений 
проводили в водных экстрактах титриметрическим 
перманганатным методом в присутствии индигокар-
мина по Левенталю3 и выражали в процентах от сухой 
массы. Пересчетный коэффициент рассчитан для 
фенолов чая и составляет 4,16.

Достоверность различий между контрольными 
и опытными вариантами оценивали с помощью 
критерия Стьюдента, статистический анализ мор-
фометрических показателей и веса проростков 
проводили с помощью критерия Дункана [27].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Жидкая споровая культура всех исследован-

ных штаммов B. thuringiensis оказывала стимули-
рующее воздействие на изученные морфометри-
ческие параметры 10-суточных проростков гороха 
сорта Девиз (рис. 1).

Обработка семян гороха споровой суспензией 
штаммов 685 и 926 способствовала увеличению 
длины корня проростка в среднем на 27,5 % к кон-
тролю (см. рис. 1). Споровая культура штаммов  
B. thuringiensis Z-52 и 109-С не оказывала стиму-
лирующего воздействия на ростовые процессы 
в корне.

Анализ полученных экспериментальных данных 
свидетельствует о незначительном влиянии иссле-
дованных штаммов B. thuringiensis на изменение 
веса проростков. Обработка споровыми культура-
ми способствовала увеличению веса проростков 
семян гороха посевного не более чем на 12,1 % 
в сравнении с контролем.

2 Дука М. Физиология растений: практикум для студентов биолого-почвенного факультета. Кишинев: Central Editorial 
al USM, 2003. 134 c.
3 Авксентьєва О. О., Красільнікова Л. О., Жмурко В. В. Біохімія рослин. Малий практикум. Харків: ХНУ ім. В. Н. 
Каразіна, 2006. 68 с.
4 Физиология и биохимия растений: методические указания. Белорусская государственная сельскохозяйственная 
академия / сост. Н. П. Решецкий, О. С. Кильчевская, Н. С. Вагина, Р. М. Латыпова, В. П. Моисеев. Горки, 2000. 144 с.
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Рис. 1. Влияние жидких споровых культур штаммов 

B. thuringiensis на длину корня и вес проростка 
10-суточных проростков гороха сорта Девиз (средние, 
обозначенные одними и теми же буквами, достоверно 

не различаются согласно критерию Дункана при 
уровне значимости 5%)

Fig. 1. Liquid spore culture of B. thuringiensis strains 
influence on root length and weight 

of the 10-day sprouts of Deviz peas (Mean values, 
followed by the same letters in each column 

are not significantly different by Duncan multiple range 
test at 5%)
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Выявлено увеличение длины побега при обра-
ботке семян культурой штаммов B. thuringiensis 
Z-52, 109-С и 685 в среднем в 4,1 раза, а при обра-
ботке культурой штамма B. thuringiensis 926 – в 2,6 
раза к контролю (рис. 2).

Анализ полученных данных позволяет устано-
вить наличие стимулирующего влияния штамма B. 
thuringiensis 685 на формирование боковых корней 
проростков гороха сорта Девиз. В данном варианте 
наблюдали увеличение количества боковых корней со-
ответственно на 78,2 % относительно контроля (рис. 3).

Штаммы B. thuringiensis 926 и Z-52 не оказывали 
стимулирующего воздействия на развитие корне-
вой системы. По отношению к контролю количество 
боковых корней уменьшилось на 40,0 и 36,2 % соот-
ветственно.

Содержание органических кислот в семенах со-
ставляет всего до 0,5 %, однако при этом они выпол-
няют крайне важную роль в обмене веществ, являясь 
биологически активными веществами и управляя 
катаболизмом [28]. Достоверно известно, что орга-
нические кислоты участвуют в биосинтезе пигмен-
тов, пектина, некоторых аминокислот [29]. Общая 
кислотность семян оказывает влияние на энергию 
прорастания семян и активность ряда ферментов, 
в том числе амилаз [30].

Обработка споровой суспензией исследуемых 
штаммов B. thuringiensis Z-52, 109-С, 685 и 926 спо-
собствовала увеличению содержания органических 
кислот в проростках не более чем на 18,0 % в срав-
нении с контролем (таблица).

Один из важнейших процессов при прорастании 
семян – активация питательных веществ из эндоспер-
ма, в первую очередь крахмала. Этот процесс обеспе-
чивается за счет гидролитических реакций с участием 
фермента амилазы, локализованного в основном в за-
родыше. Позже амилаза диффундирует в эндосперм, 
где осуществляет расщепление крахмала до простых 
сахаров, используемых проростком на ранних этапах 
онтогенеза как источник энергии [31, 32]. Поэтому 
активность амилазы напрямую влияет на такие по-
казатели, как всхожесть и энергия прорастания.

Исследование амилолитической активности 
проростков гороха сорта Девиз позволило устано-
вить увеличение активности фермента в вариантах, 
обработанных споровыми суспензиями штаммов  
B. thuringiensis 926 и 685 на 41,5 и 66,0 % к контролю 
соответственно (см. таблицу). Штаммы B. thuringiensis 
109-С и Z-52 существенного влияния на амилолити-
ческую активность в проростках гороха не оказывали.

Большинство фенольных соединений расте-
ний синтезируется из шикимовой кислоты в ходе 
шикиматного пути, который дает до 60 % углерода 
всей биомассы. Общеизвестно, что фенольные 
соединения являются составной частью лигнинов, 
которые образуют структурные элементы опорных 
тканей растения, обеспечивая защиту от полегания 
[33]. Фенольные соединения выполняют барьер-
ную функцию при облучении растения УФ-лучами 
280–320 нм [34]. Флавонолгликозиды в клетках 
эпидермиса эффективно защищают фотосинте-
тический аппарат мезофилла и препятствуют де-

Рис. 2. Влияние жидких споровых культур штаммов 
B. thuringiensis на длину побега проростка 

10-суточных проростков гороха сорта Девиз (средние, 
обозначенные одними и теми же буквами, достоверно 

не различаются согласно критерию Дункана при 
уровне значимости 5%)

Fig. 2. Liquid spore culture of B. thuringiensis strains 
influence on shoot length of the 10-day sprouts of Deviz 
peas (Mean values, followed by the same letters in each 

column are not significantly different 
by Duncan multiple range test at 5%)

Рис. 3. Влияние жидкой споровой культуры штаммов 
B. thuringiensis на формирование боковых корней 

10-суточных проростков гороха сорта Девиз (p<0,05) 
(средние, обозначенные одними и теми же буквами, 

достоверно не различаются согласно критерию 
Дункана при уровне значимости 5%)

Fig. 3. Liquid spore culture of B. thuringiensis strains 
influence on the lateral roots formation 

of 10-day sprouts of Deviz peas (Mean values, followed by 
the same letters in each column 

are not significantly different by Duncan multiple range 
test at 5%)
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градации ДНК [35, 36]. Ряд исследований также 
подтверждает гипотезу о том, что фенольные со-
единения выполняют роль мессенджеров между 
растением и микрофлорой, регулируя экспрессию 
генов и биосинтез ферментов [37].

Анализируя полученные экспериментальные 
данные, отметим, что все изученные штаммы  
B. thuringiensis оказывали стимулирующее влияние 
на синтез фенольных соединений в проростках 
гороха сорта Девиз (см. таблицу). Максимальным 
оно оказалось в варианте с обработкой семян 
гороха споровой суспензией штамма 926 и соста-
вило 11,3 %, что в 2,3 раза выше, чем в контроле. 
Культура штамма 685 способствовала увеличению 
содержания фенольных соединений на 38,7 % 
к контролю. Обработка семян гороха споровой 
суспензией штаммов B. thuringiensis 109-С и Z-52 
показала тенденции к увеличению изучаемого 
показателя. 

ВЫВОДЫ
Установлено, что жидкая споровая культура 

штаммов B. thuringiensis 685, 926 и 109-С оказывала 
стимулирующее воздействие на изученные морфо-
метрические параметры 10-суточных проростков 
гороха сорта Девиз.

Отмечено, что по сравнению с контролем споро-
вые суспензии всех изученных штаммов способство-
вали стимуляции корнеобразования, превышающей 
эталон не менее чем в 2 раза.

Показано, что обработка семян гороха споровой 
суспензией штаммов 685 и 926 способствовала 
увеличению длины корня проростка в среднем 
на 27,5 % к контролю.

Установлено, что обработка споровой суспен-
зией исследуемых штаммов B. thuringiensis 109-С, 
685 и 926 способствовала увеличению содержания 
органических кислот в проростках не более чем 
на 12,4 % в сравнении с контролем.

Показано, что максимальное стимулирующее 
действие на амилолитическую активность (на 41,5 % 
к контролю) и синтез фенольных соединений (в 2,3 
раза к контролю) в проростках гороха сорта Девиз 
оказывала обработка споровой суспензией штамма 
B. thuringiensis 926.

Таким образом, если принимать во внимание 
энтомопатогенные свойства и полученные дан-
ные о ростстимулирующей активности штаммов 
B. thuringiensis, можно заключить, что данные бак-
терии имеют дополнительный потенциал для их 
использования в сельском хозяйстве.
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Аннотация. С конца 2014 года после введения эмбарго наблюдается значительное сокращение объе-
мов импорта сыра. К числу запрещенной к ввозу продукции относятся сыры с плесенью. В связи с этим 
разработка новых технологий сыров является актуальной задачей, стоящей перед молочной отраслью. 
Группа сыров, созревающих при участии благородной плесени, является полезным продуктом, богатым 
содержанием белка, в состав которого входит множество незаменимых аминокислот, оказывающих 
благотворное влияние на укрепление стенок сосудов, снижение их ломкости. Микроорганизмы, входя-
щие с состав микрофлоры закваски таких сыров, создают благоприятные условия в ЖКТ, способствуя 
оздоровлению микрофлоры кишечника, предупреждению бродильных процессов и метеоризма. Высокое 
содержание в сырах данной группы витамина В12 положительно влияет на работу центральной нервной 
системы. Любое производство должно быть экономически целесообразным, способствующим сниже-
нию себестоимости продукта. Для увеличения дохода, а соответственно, рентабельности производ-
ства предложена разработка биотехнологии сыра, созревающего при участии благородной плесени, 
выработанного из смеси цельного молока и вторичного белково-углеводного сырья. Проведены исследо-
вания влияния вида белково-углеводного сырья, закваски и вида плесеней на физико-химические и органо-
лептические свойства продукта, а также определено оптимальное соотношение сырья (молоко:пахта) 
для выработки сыра. Предлагаемый продукт исследован на предмет относительного состава азоти-
стых фракций, наличие и количество летучих жирных кислот. Показано, что в опытных сырах, выра-
ботанных с применением благородной плесени, более интенсивно протекали процессы протеолиза и 
липолиза, что нашло свое отражение в улучшении органолептических показателей готового продукта. 
Полученный мягкий сыр имеет уникальные показатели, пикантный грибной вкус и может быть реко-
мендован для производства на сыродельных предприятиях.
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ВВЕДЕНИЕ
С конца 2014 года после введения эмбарго 

наблюдается значительное сокращение объемов 
импорта сыра. Большинство из прежних стран-экс-
портеров сыра в Россию попали под действие 
введенного летом 2014 года запрета на ввоз, на их 
долю приходилось до 70 % импорта сыров и тво-
рога [1]. К числу запрещенной к ввозу продукции 
относятся сыры с плесенью. Сегмент рынка плес-
невых сыров начал понемногу развиваться только 
к 2017 году в основном в крупных городах. Интерес 
к сырам с плесенью проявляется точечно, но он 
существует, и исчезновение экзотического продукта 
с прилавков вызовет волнение на рынке.

Импортозамещение, называемое ранее пе-
рениманием опыта иностранцев, занимало еще 
Н. В. Верещагина во второй половине XIX века 
[2]. На сегодняшний день Россия является стра-
ной, которая имеет довольно большой ассор-
тимент молочных продуктов. Однако и сейчас 
по сравнению с Европой ассортимент сыров оста-
ется менее значимым. На государственном уров-
не стоит задача сделать изготовление товаров 
отечественного производства основой российской 
экономики. Премьер-министр Российской Феде-
рации М. В. Мишустин в апреле 2022 года в ходе 
доклада в Государственной думе подчеркнул, что 
сегодня импортозамещение для России – «это 
вопрос экономического суверенитета».

В связи с этим разработка новых технологий 
сыров, в частности созревающих при участии 
благородной плесени, является актуальной 
и значимой задачей, стоящей перед молочным 
производством [3–6].

Сыр является одним из самых древних молоч-
ных продуктов. О возникновении многих видов 
сыров ходят легенды. Особую группу составля-
ют сыры с плесенью. Ассортимент этого вида 
сыров насчитывает более 200 разновидностей. 
Он может быть мягким, полутвердым, твердым, 
с белой, голубой, зеленой, красной, черной пле-
сенями и даже гибридами [1]. Все группы этих 
сыров объединяет то, что они вырабатываются 
и созревают с участием микрофлоры благородной 
плесени. Это очень полезный продукт, богатый 
содержанием белка, кальция, калия, фосфора, 
витаминов А, Е, группы В и других, а также ма-
кро- и микроэлементами. Кроме того, в состав 
сыра входят полезные бактерии, оказывающие 
положительное влияние на пищеварение [7, 8].

Для лучшего усвоения кальция организмом не-
обходимы «помощники». При употреблении сыра 
с плесенью не нужно применять никаких добавок, 
потому что благородная плесень увеличивает 
уровень усвоения кальция организмом человека 
за счет своей ингибиторной способности. Запас 
кальция и калия в организме благотворно влияет 
на костную систему человека, зубную эмаль. 
Также важен тот факт, что содержание фосфора 
в таких сырах даже больше, чем в некоторых 
сортах рыбы [9, 10].

Систематическое и регулярное употребление 
сыра с плесенью помогает снизить негативное 
воздействие ультрафиолетовых лучей, а так-
же замедляет преждевременное старение кожи 
за счет веществ, содержащихся в сыре и способ-
ствующих выработке мелатонина [10, 11].

Все микроорганизмы, входящие в состав ми-

Abstract. Since late 2014, following the embargo, a significant reduction in cheese import, including 
mould cheese, has been observed. Developing new cheese technologies comprise therefore an urgent 
task for the milk industry. The cheeses ripened using noble mould represent a wholesome product, 
rich in protein, which contains many essential amino acids, beneficial for strengthening the walls of 
blood vessels and reducing angiasthenia. The microorganisms in the cheese starter culture create 
favourable conditions for healthy microflora in the gastrointestinal tract, preventing fermentation and 
meteorism. The high content of vitamin B12 in these cheeses has a positive effect on the central nervous 
system. Any production must be economically viable, lowering the production costs. In order to increase 
income, and consequently the profitability of production, the method of cheese ripening using a noble 
mould, obtained from a mixture of whole milk and secondary protein-carbohydrate raw materials, 
was proposed. The influence of the type of protein-carbohydrate raw material, yeast and mould on 
the physicochemical and organoleptic properties of the product was investigated. The optimal ratio 
of raw materials (milk:buttermilk) for cheese production was determined. The relative composition of 
nitrogen fractions and the presence and amount of volatile fatty acids in the proposed product were also 
examined. It was shown that proteolysis and lipolysis processes were more intensive in the experimental 
cheeses produced using a noble mould, resulting in the improvement of organoleptic characteristics of 
the finished product. The resulting soft cheese having unique characteristics and a tangy mushroom 
flavour can be recommended for production in cheese factories.

Keywords: noble mould, soft cheese, proteolysis, lipolysis, water-soluble fatty acids, nitrogen fractions, 
organoleptic evaluation of cheese
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крофлоры закваски таких сыров, создают благо-
приятные условия в ЖКТ для развития полезных 
бактерий, тем самым способствуя оздоровлению 
микрофлоры кишечника, предупреждению бро-
дильных процессов и метеоризма. Благодаря 
насыщению организма витамином В5 улучшается 
общий гормональный фон [9–12].

В сырах, созревающих при участии плесени, 
содержится в несколько раз больше витами-
на В12, нежели в остальных сортах сыра. Дан-
ный витамин положительно влияет на работу 
центральной нервной системы, помогает в ее 
нормализации, повышает стрессоустойчивость, 
улучшает качество сна. Также этот витамин кон-
тролирует правильную работу надпочечников, 
предотвращая развитие острых воспалительных 
процессов [9–14].

Аминокислоты и жиры приносят пользу для 
всей сердечно-сосудистой системы. Сыры по-
лезны для организма именно тем, что обладают 
высокой концентрацией необходимых незамени-
мых аминокислот, что помогает укреплять стен-
ки сосудов, снижает их ломкость. Кроме этого, 
происходит насыщение клеток сердечной мышцы 
полезными жирами и, следовательно, улучшение 
качества работы жизненно важного органа, уско-
рение обменных процессов и обогащение клеток 
необходимыми минералами [11–15].

Следует отметить, что, как и при употреблении 
всех продуктов, витаминов и т. д., существует 
определенная норма потребления сыра – 50 г 
в день. При систематическом превышении дан-
ной нормы могут проявляться неблагоприятные 
последствия для человека в виде дисбактериоза, 
аллергических реакций на пенициллин, а также 
инфекционный листериоз, опасный для беремен-
ных женщин и протекающий бессимптомно [16].

В связи с нынешней экономической обстанов-
кой в стране предприятия молочной промыш-
ленности вынуждены искать пути удешевления 
производства продукта. Процесс выработки сыров 
является затратным, т. к. выход сыра (в зависи-
мости от вида) составляет меньше 50% от сы-
рья, используемого для его производства. Также 
значимы затраты на уход во время созревания 
продукта и амортизацию оборудования для его 
выработки.

Одной из особо важных целей предприятий 
молочной промышленности, которая может спо-
собствовать снижению себестоимости продукта, 
является использование вторичного сырья, по-
лучаемого при производстве различных молоч-
ных продуктов. К вторичному сырью относятся 
молочная сыворотка (сладкая и кислая), пахта, 
обезжиренное молоко [17, 18].

При наращивании темпов по производству 
сыра и масла увеличивается объем ресурсов 
подсырной сыворотки и пахты. Более половины 
от всего объема пахты отправляется на предприя-
тия, специализирующиеся на сельском хозяйстве, 
или просто выливается. Молочную сыворотку 
используют для выработки различных напитков 
с разнообразными наполнителями, но так как ее 

объем от общего объема молока, направленного 
на выработку сыра или творога, составляет от 70 
до 85%, то в производстве используется менее 
30% от всей ее доли [19].

Данные вторичные продукты переработки 
молока являются ценным сырьем в промыш-
ленности. Они богаты сывороточными белками, 
аминокислотами, фосфатидами, лецитином, раз-
личными водо- и жирорастворимыми витамина-
ми, минеральными солями. В пахту переходит 
значительное количество фосфолипидов и от 17 
до 21% холестерина. Пахта обогащена жирными 
кислотами, в частности летучими, такими как 
муравьиная, уксусная, пропионовая и масля-
ная [17–18]. Кроме того, пахта является богатым 
источником лецитина, который находится в ней 
в наиболее активной форме, поскольку связан 
с белком, образуя активный белково-лецитиновый 
комплекс [18, 20].

Использование пахты для тех или иных це-
лей зависит от вида масла, при производстве 
которого она была получена. Так, пахта от про-
изводства сладкосливочного масла может быть 
использована для нормализации цельномолочной 
продукции, для производства напитков, творога, 
сыра, сгущенной и сухой пахты, а также для про-
изводства мороженого; пахта от кислосливочного 
масла может применяться для выработки кисло-
молочных напитков, творога, сыров и мороженого 
[17–20].

Для увеличения дохода, а соответственно, 
рентабельности производства является це-
лесообразным применение вторичного сырья 
на предприятиях молочной промышленности при 
выработке молочных продуктов.

Целью проведенных исследований являлась 
разработка биотехнологии и исследование мяг-
кого сыра, созревающего при участии благород-
ной плесени, выработанного из смеси цельного 
молока и вторичного белково-углеводного сырья.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Все исследования, необходимые для прове-

дения данной работы, осуществлялись в лабо-
ратории кафедры технологии продуктов питания 
Алтайского государственного технического уни-
верситета им. И. И. Ползунова и ЦКИ «Алтай-
БиоЛакт».

В ходе данной работы вся продукция кон-
тролировалась по следующим показателям: 
органолептические (вкус, запах, консистенция 
и внешний вид, рисунок) и физико-химические 
(состав каждого компонента и смеси, титруемая 
кислотность, рН, массовая доля влаги и жира).

В качестве сырья для экспериментов исполь-
зовалось сырое молоко и пахта. Сырье по органо-
лептическим и физико-химическим показателям 
исследовалось в соответствии с нормативно-тех-
нической документацией:

– ТР ТС 033/2013 «О безопасности молока 
и молочной продукции»;

– ГОСТ 31449–2013 «Молоко коровье сырое. 
Технические условия»;
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– ГОСТ Р 53513–2009 «Пахта и напитки на ее 
основе. Технические условия».

Определение продуктов распада казеина при 
созревании сыров проводили по фракциям с уста-
новлением количества азота в каждой фракции 
методом Кьельдаля согласно ГОСТ 34454–2018 
«Определение массовой доли белка методом 
Кьельдаля» в аппарате VELP Scientifica UDK 159 
(VELP, Италия).

Определение числа водорастворимых и ор-
ганически растворимых летучих жирных кислот 
в сыре проводили по методу В. Аристовой и А. Ка-
рышевой [21].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Сыры с плесенью вырабатываются из цельного 

молока. В настоящее время одной из целей пред-
приятий молочной промышленности, как сказано 
выше, является переработка вторичного сырья 
с целью увеличения прибыли. Исходя из этого, 
было решено выработать мягкий сыр с различными 
видами плесеней и закваски из смеси цельного 
молока с сывороткой и пахтой.

Для выработки сыра было взято 8 различных 
вариантов смесей. Состав каждого варианта 
представлен в табл. 1.

Была проведена физико-химическая оцен-
ка цельного молока, пахты, сыворотки, а также 
их смесей. Данные исследований приведены 
в табл. 2 и 3.

Из смесей, указанных в табл. 1, было вырабо-
тано 8 образцов сыра в соответствии с техноло-
гией производства мягкого сыра «Нежный» со-
гласно ТУ 9225-005-02068315-96, выход продукта, 
массовая доля влаги и жира в сухом веществе 
этих образцов приведены в табл. 4.

Исходя из представленных данных, видно, что 
наибольший выход продукта был получен в об-

Таблица 1. Состав смесей для выработки мягкого сыра
Table 1. Composition of mixtures for the soft cheese production

№ образца Содержание 
молока, %

Содержание 
сыворотки, %

Содержание 
пахты, %

Вид 
закваски Вид культуры плесеней

1 60 – 40 1* Penicillium candidum

2 60 – 40 1 Penicillium roqeforti

3 60 – 40 2* Penicillium candidum

4 60 40 – 1 Penicillium candidum

5 60 40 – 1 Penicillium roqeforti

6 60 40 – 2 Penicillium candidum

7 60 – 40 1 Penicillium candidum, 
Penicillium roqeforti

8 60 40 – 1 Penicillium candidum, 
Penicillium roqeforti

Примечание. Для свертывания молока применяли заквасочные культуры, предоставленные компанией 
ООО «АлтаЛакт» (Россия, г. Барнаул): 1* – закваска MA, состоящая из Lactococcus lactis subsp. lactis 
biovar. diacetylactis; Lactococcus lactis subsp. lactis; Lactococcus lactis subsp. cremoris; 2* – закваска MAG, 
состоящая из Lactococcus lactis subsp. lactis; Lactococcus lactis subsp. cremoris; Lactococcus lactis subsp. 
lactis biovar. diacetylactis; Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris.

Таблица 2. Физико-химические показатели 
компонентов смесей
Table 2. Physico-chemical parameters of mixtures 
components

Исследуемый 
показатель Молоко Пахта Сыворотка

Кислотность, °Т 18,0±0,4 21,0±0,7 13,0±0,6
М.Д.Ж., % 2,6±0,2 0,30±0,06 0,22±0,05
М.Д.Б., % 2,9±0,1 1,78±0,01 0,60±0,06

Таблица 3. Физико-химические показатели смесей
Table 3. Physico-chemical parameters of mixtures

Исследуемый 
показатель

60% молока 
и 40% пахты

60% молока 
и 40% сыворотки

Кислотность, °Т 17,0±0,4 15,0±0,4
М.Д.Ж., % 1,70±0,04 1,60±0,04
М.Д.Б., % 2,49±0,01 2,65±0,06

Таблица 4. Физико-химические показатели 
исследуемых образцов свежего сыра
Table 4. Physico-chemical parameters of the 
studied fresh cheese samples

Образец Выход, % М.Д.В, % М.Д.Ж в 
СВ, %

1 11,20±0,43 59,50±0,65 45±1
2 11,10±0,23 59,30±0,53 45±1
3 10,30±0,17 59,80±0,16 45±1
4 6,30±0,24 49,80±0,16 43±1
5 8,20±0,16 43,80±0,42 42±1
6 7,20±0,24 49,80±0,16 43±1
7 11,10±0,16 59,20±0,69 45±1
8 8,30±0,17 49,50±0,65 43±1
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разцах 1, 2, 3 и 7. Все 4 образца имеют в своем 
составе молоко и пахту.

Во время созревания был проведен контроль 
массовой доли влаги в сыре. Результаты представ-
лены на рис. 1.

 Исходя из данных диаграммы, представленной 
на рис. 1, можно сделать вывод, что изначально со-
держание влаги выше в образцах 1, 2, 3 и 7. Данные 
образцы представляют собой сыр из смеси цельного 
молока и пахты в пропорции 60 % молока и 40 % 
пахты. Содержание массовой доли влаги в готовом 
продукте сохраняется максимальным в вышеука-
занных образцах до конца процесса созревания. 
Соответственно, можно сделать заключение, что 
в сырах, выработанных из смеси молока с пахтой, 
потеря влаги происходит медленней, чем при вы-
работке продукта из смеси молока с сывороткой.

Также была проведена оценка на соответ-
ствие органолептических показателей готового 
продукта по 45-балльной шкале в соответствии 
с требованиями ГОСТ 33630–2015 «Сыры и сыры 
плавленые. Методы контроля органолептических 
показателей». Результаты оценки представлены 
на рис. 2.

Наивысший балл по органолептической оценке 
получил образец № 3 (смесь молока с пахтой, 
закваской MAG для сыра Камамбер и культурой 
плесени Penicillium candidum). Высокий балл так-
же получили образцы № 1 (смесь молока с пахтой, 
закваской MA мезофильных бактерий и культурой 
плесени Penicillium candidum) и № 6 (смесь моло-
ка с подсырной сывороткой, закваской MAG для 
сыра Камамбер и культурой плесени Penicillium 
candidum). В данных образцах оценка была ниже 
из-за менее выраженного запаха.

Самый низкий балл отмечен у образца № 7 
(смесь молока с пахтой, закваской мезофиль-
ных бактерий и культурой плесени Penicillium 

candidum и Penicillium roqeforti). Сыр имел непри-
ятный запах, посторонний вкус, нехарактерный 
для сыров с плесенью. Также на разрезе сыра 
не проросла зеленая плесень. Но при этом про-
дукт имел отличную консистенцию.

Исходя из анализа всех полученных данных, 
для дальнейшего исследования был отобран 
образец № 1 (смесь молока с пахтой, закваской 
мезофильных бактерий и культурой плесени 
Penicillium candidum), поскольку он имел пока-
затели жира в сухом веществе и влаги, соответ-
ствующие требованиям нормативно-технической 
документации на протяжении всего срока хра-
нения, а также получил высокую органолепти-
ческую оценку. Таким образом, при проведении 
дальнейших исследований данный образец сыра 
являлся опытным, в качестве контроля взяли 
сыр, выработанный по технологии мягкого сыра 
«Нежный».

Дальнейшее исследование сыров проводи-
лось на предмет относительного состава азоти-
стых фракций и количественного наличия в жире 
низкомолекулярных растворимых (масляная, 
капроновая) и низкомолекулярных (летучих) не-
растворимых в воде жирных кислот (каприловая, 
каприновая). Определение указанных показате-
лей осуществляли после процесса самопрессо-
вания в возрасте 10 и 20 суток.

Главным показателем отражения общего протео-
литического процесса является прирост общего рас-
творимого азота. В возрасте 20 суток содержание 
данной фракции в опытном сыре было на 10% боль-
ше относительно контрольного образца (табл. 5). 
Фракция небелкового фильтрата, содержащего низ-
комолекулярные пептиды, представляет большой 
интерес. Так, в исследуемых сырах, выработанных 
с применением плесени, более интенсивно проте-
кал процесс протеолиза. Содержание этой фракции 
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Рис. 2. Органолептическая оценка образцов сыра 
Fig. 2. Organoleptic evaluation of cheese samples 
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Таблица 5. Изменение азотистого состава исследуемых сыров при хранении 
Table 5. Changes in the nitrogen composition of the studied cheeses during storage 
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Исследуемый показатель Молоко Пахта Сыворотка 

Кислотность, °Т 18,0±0,4 21,0±0,7 13,0±0,6 
М.Д.Ж., % 2,6±0,2 0,30±0,06 0,22±0,05 
М.Д.Б., % 2,9±0,1 1,78±0,01 0,60±0,06 

 
Таблица 3. Физико-химические показатели смесей 
Table 3. Physico-chemical parameters of mixtures 

 
Исследуемый показатель 60% молока  

и 40% пахты 
60% молока  

и 40% сыворотки 
Кислотность, °Т 17,0±0,4 15,0±0,4 
М.Д.Ж., % 1,70±0,04 1,60±0,04 
М.Д.Б., % 2,49±0,01 2,65±0,06 

 
Из смесей, указанных в табл. 1, было выработано 8 образцов сыра в соответствии с 

технологией производства мягкого сыра «Нежный» согласно ТУ 9225-005-02068315-96, выход 
продукта, массовая доля влаги и жира в сухом веществе этих образцов приведены в табл. 4. 

 
Таблица 4. Физико-химические показатели исследуемых образцов свежего сыра 
Table 4. Physico-chemical parameters of the studied fresh cheese samples 

 
Образец Выход, % М.Д.В, % М.Д.Ж в СВ, % 

1 11,20±0,43 59,50±0,65 45±1 
2 11,10±0,23 59,30±0,53 45±1 
3 10,30±0,17 59,80±0,16 45±1 
4 6,30±0,24 49,80±0,16 43±1 
5 8,20±0,16 43,80±0,42 42±1 
6 7,20±0,24 49,80±0,16 43±1 
7 11,10±0,16 59,20±0,69 45±1 
8 8,30±0,17 49,50±0,65 43±1 

 
Исходя из представленных данных, видно, что наибольший выход продукта был получен в 

образцах 1, 2, 3 и 7. Все 4 образца имеют в своем составе молоко и пахту.  
Во время созревания был проведен контроль массовой доли влаги в сыре. Результаты 

представлены на рис. 1. 
 

 
 

Рис. 1. Зависимость массовой доли влаги от времени созревания 
Fig. 1. Relationship between the mass fraction of moisture and the ripening time 

 
Исходя из данных диаграммы, представленной на рис. 1, можно сделать вывод, что 

изначально содержание влаги выше в образцах 1, 2, 3 и 7. Данные образцы представляют собой сыр 
из смеси цельного молока и пахты в пропорции 60% молока и 40% пахты. Содержание массовой доли 
влаги в готовом продукте сохраняется максимальным в вышеуказанных образцах до конца процесса 
созревания. Соответственно, можно сделать заключение, что в сырах, выработанных из смеси 
молока с пахтой, потеря влаги происходит медленней, чем при выработке продукта из смеси молока с 
сывороткой.  
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Рис. 1. Зависимость массовой доли влаги от времени 
созревания

Fig. 1. Relationship between the mass fraction  
of moisture and the ripening time
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в опытном сыре на 20,75 % больше по сравнению 
с контрольным образцом. Накопление фракции 
свободных аминокислот протекало более интен-
сивно при участии благородной плесени, прирост 
этой фракции по сравнению с сырами, в созревании 
которых плесень не принимает участия, составил 
11,94 % (см. табл. 5, рис. 3).

Изменение содержания небелкового азота 
и азота аминокислот представлено на рис. 3.

Летучие жирные кислоты получали омылением 
жира щелочью с последующим разложением мыла 
серной кислотой и перегонкой образовавшихся 
летучих жирных кислот. Растворимые в воде кис-
лоты перегоняли на дистилляционной установке 
с водяным паром, а нерастворимые – с парами 
этилового спирта.

Полученные результаты представлены в табл. 6.
Содержание водорастворимых летучих жирных 

кислот в сыре Камамбер через 20 суток после вы-
работки составляло 17,63 единиц, что на 19,68% 
больше по сравнению с контрольным сыром, а ор-
ганически растворимых – 8,19 единиц, что больше 
соответственно на 19,04 % (табл. 6, рис. 4).

Таким образом, можем отметить более интен-
сивный рост содержания жирных кислот в процессе 
созревания в сырах, выработанных с применением 
благородной плесени.

Тенденция к более глубоким преобразованиям 
азотистых соединений и жировых фракций в сырах, 
выработанных при участии благородной плесени, 
сопровождалась улучшением органолептических 
характеристик продукта. Оценка на соответствие 
органолептических показателей готового продукта 
была проведена по 45-балльной шкале по требова-
ниям ГОСТ 33630–2015 «Сыры и сыры плавленые. 
Методы контроля органолептических показателей». 
Результаты оценки экспериментального образца 
сыра представлены в табл. 7.

Опытный сыр обладает тонким пикантным 
грибным вкусом и ароматом, который обусловлен 
действием белой плесени, что определило более 
высокий балл по сравнению с контрольным сы-
ром (см. табл. 6). Консистенция сыра эластичная 
с мягкой сердцевиной и плотным центром, что об-
условлено липолитическим и протеолитическим 
действием плесени.

Таблица 5. Изменение азотистого состава исследуемых сыров при хранении
Table 5. Changes in the nitrogen composition of the studied cheeses during storage

Образец
сыра

Азот, в % от общего
Продолжительность

хранения
Общий

растворимый
Растворимый 

белковый Небелковый Полипептидов Аминный

Опыт

После
самопрессования 5,91±0,14 5,21±0,19 5,32±0,17 2,74±0,07 1,52±0,03

10 суток 10,05±0,21 6,61±0,11 9,18±0,16 3,95±0,09 2,07±0,06
20 суток 15,21±0,17 8,43±0,17 13,05±0,20 4,68±0,07 4,02±0,05

Контроль

После
самопрессования 5,74±0,09 5,19±0,08 5,28±0,09 2,58±0,10 1,31±0,03

10 суток 9,24±0,13 6,15±0,15 8,11±0,18 3,59±0,13 1,84±0,04
20 суток 13,69±0,23 7,79±0,20 11,92±0,21 3,82±0,13 3,54±0,05

Таблица 6. Результаты исследования количества летучих жирных кислот в сыре
Table 6. Results of the study of LFA amount in cheese

Образец сыра Продолжительность 
созревания

Водорастворимые летучие 
жирные кислоты

Органически
растворимые летучие 

жирные кислоты

Опыт
После самопрессования 2,12±0,08 0,92±0,09

10 суток 11,07±0,17 3,14±0,13
20 суток 17,63±0,21 8,19±0,17

Контроль
После самопрессования 1,81±0,05 0,73±0,08

10 суток 9,48±0,11 2,84±0,08
20 суток 14,73±0,20 6,88±0,11

Таблица 7. Органолептические показатели образцов сыра
Table 7. Organoleptic parameters of cheese samples

Номер 
образца

Вкус и запах 
(max 20 б.)

Консистенция 
(max 10 б.)

Цвет
(max 5 б.)

Внешний вид 
(max 5 б.) Баллы

1 Отличный 
(20 б.)

Отличная 
(10 б.)

Равномерный 
(5 б.)

Характерный 
(5 б.) 40

2 Хороший 
(18 б.)

Хорошая 
(9 б.)

Равномерный 
(5 б.)

Характерный 
(5 б.) 37
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Мягкий сыр с плесенью, полученный из сме-
си молока с пахтой, представляет собой круглую 
головку сыра, покрытую тонким слоем белой пле-
сени. Готовый продукт заворачивается в фольгу. 
Продукт хранится при температуре от 0 до 6 °C 
и относительной влажности от 80 до 85% в тече-
ние 30 суток. После вскрытия упаковки сыр можно 
хранить не более 24 ч.

Разработанный по органолептическим свой-
ствам сыр превосходит свой аналог, поэтому может 
быть предложен для производства на сыродельных 
предприятиях после разработки соответствующей 
технической документации.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В ходе научной работы были проведены ис-

следования влияния вида белково-углеводного 
сырья, закваски и вида плесеней на физико-хими-

ческие и органолептические свойства продукта, 
а также определено оптимальное соотношение 
сырья (молоко:пахта) для выработки сыра. Го-
товый продукт исследован на предмет относи-
тельного состава азотистых фракций, наличие и 
количество летучих жирных кислот. Показано, что 
в опытных сырах, выработанных с применением 
благородной плесени, более интенсивно протека-
ли процессы протеолиза и липолиза, что нашло 
свое отражение в улучшении органолептических 
показателей готового продукта. Полученный мяг-
кий сыр, разработанный согласно рецептуре с ис-
пользованием различных вносимых компонентов, 
по своим органолептическим, физико-химическим 
и микробиологическим характеристикам имеет 
уникальные показатели, пикантный грибной вкус 
и может быть рекомендован для производства на 
сыродельных предприятиях.
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выработки составляло 17,63 единиц, что на 19,68% больше по сравнению с контрольным сыром, а 
органически растворимых – 8,19 единиц, что больше соответственно на 19,04% (табл. 6, рис. 4).  

 

0

5

10

15
П/

са
м

оп
р

10
 с

ут
ок

20
 с

ут
ок

П/
са

м
оп

р

10
 с

ут
ок

20
 с

ут
ок

Опыт Контр.

Азот аминокислот

Небелковый

содержащего низкомолекулярные пептиды, представляет большой интерес. Так, в исследуемых 
сырах, выработанных с применением плесени, более интенсивно протекал процесс протеолиза. 
Содержание этой фракции в опытном сыре на 20,75% больше по сравнению с контрольным 
образцом. Накопление фракции свободных аминокислот протекало более интенсивно при участии 
благородной плесени, прирост этой фракции по сравнению с сырами, в созревании которых плесень 
не принимает участия, составил 11,94% (см. табл. 5, рис. 3). 

Изменение содержания небелкового азота и азота аминокислот представлено на рис. 3.  

 
Рис. 3.Содержание небелкового азота и азота аминокислот в исследуемых сырах 
Fig. 3. Content of non-protein nitrogen and amino acid nitrogen in the studied cheeses 

 
Летучие жирные кислоты получали омылением жира щелочью с последующим разложением 

мыла серной кислотой и перегонкой образовавшихся летучих жирных кислот. Растворимые в воде 
кислоты перегоняли на дистилляционной установке с водяным паром, а нерастворимые – с парами 
этилового спирта.  

Полученные результаты представлены в табл. 6. 
 

Таблица 6. Результаты исследования количества летучих жирных кислот в сыре 
Table 6. Results of the study of LFA amount in cheese 

 

Образец сыра Продолжительность  
созревания 

Водорастворимые 
летучие жирные 

кислоты 

Органически 
растворимые летучие 

жирные кислоты 

Опыт 
После самопрессования 2,12±0,08 0,92±0,09 
10 суток 11,07±0,17 3,14±0,13 
20 суток 17,63±0,21 8,19±0,17 

Контроль 
После самопрессования 1,81±0,05 0,73±0,08 
10 суток 9,48±0,11 2,84±0,08 
20 суток 14,73±0,20 6,88±0,11 

 
Содержание водорастворимых летучих жирных кислот в сыре Камамбер через 20 суток после 

выработки составляло 17,63 единиц, что на 19,68% больше по сравнению с контрольным сыром, а 
органически растворимых – 8,19 единиц, что больше соответственно на 19,04% (табл. 6, рис. 4).  

 

0

5

10

15

П/
са

м
оп

р

10
 с

ут
ок

20
 с

ут
ок

П/
са

м
оп

р

10
 с

ут
ок

20
 с

ут
ок

Опыт Контр.

Азот аминокислот

Небелковый

содержащего низкомолекулярные пептиды, представляет большой интерес. Так, в исследуемых 
сырах, выработанных с применением плесени, более интенсивно протекал процесс протеолиза. 
Содержание этой фракции в опытном сыре на 20,75% больше по сравнению с контрольным 
образцом. Накопление фракции свободных аминокислот протекало более интенсивно при участии 
благородной плесени, прирост этой фракции по сравнению с сырами, в созревании которых плесень 
не принимает участия, составил 11,94% (см. табл. 5, рис. 3). 

Изменение содержания небелкового азота и азота аминокислот представлено на рис. 3.  

 
Рис. 3.Содержание небелкового азота и азота аминокислот в исследуемых сырах 
Fig. 3. Content of non-protein nitrogen and amino acid nitrogen in the studied cheeses 

 
Летучие жирные кислоты получали омылением жира щелочью с последующим разложением 

мыла серной кислотой и перегонкой образовавшихся летучих жирных кислот. Растворимые в воде 
кислоты перегоняли на дистилляционной установке с водяным паром, а нерастворимые – с парами 
этилового спирта.  

Полученные результаты представлены в табл. 6. 
 

Таблица 6. Результаты исследования количества летучих жирных кислот в сыре 
Table 6. Results of the study of LFA amount in cheese 

 

Образец сыра Продолжительность  
созревания 

Водорастворимые 
летучие жирные 

кислоты 

Органически 
растворимые летучие 

жирные кислоты 

Опыт 
После самопрессования 2,12±0,08 0,92±0,09 
10 суток 11,07±0,17 3,14±0,13 
20 суток 17,63±0,21 8,19±0,17 

Контроль 
После самопрессования 1,81±0,05 0,73±0,08 
10 суток 9,48±0,11 2,84±0,08 
20 суток 14,73±0,20 6,88±0,11 

 
Содержание водорастворимых летучих жирных кислот в сыре Камамбер через 20 суток после 

выработки составляло 17,63 единиц, что на 19,68% больше по сравнению с контрольным сыром, а 
органически растворимых – 8,19 единиц, что больше соответственно на 19,04% (табл. 6, рис. 4).  

 

0

5

10

15

П/
са

м
оп

р

10
 с

ут
ок

20
 с

ут
ок

П/
са

м
оп

р

10
 с

ут
ок

20
 с

ут
ок

Опыт Контр.

Азот аминокислот

Небелковый

Рис. 3.Содержание небелкового азота и азота 
аминокислот в исследуемых сырах

Fig. 3. Content of non-protein nitrogen and amino acid 
nitrogen in the studied cheeses

 
Рис. 4. Содержание водорастворимых и органически растворимых летучих жирных кислот  

в исследуемых сырах в возрасте 20 суток 
Fig. 4. Content of water-soluble and organically soluble LFA in the studied cheeses at the age of 20 days 

 
Таким образом, можем отметить более интенсивный рост содержания жирных кислот в 

процессе созревания в сырах, выработанных с применением благородной плесени. 
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сырах, выработанных при участии благородной плесени, сопровождалась улучшением 
органолептических характеристик продукта. Оценка на соответствие органолептических показателей 
готового продукта была проведена по 45-балльной шкале по требованиям ГОСТ 33630-2015 «Сыры и 
сыры плавленые. Методы контроля органолептических показателей». Результаты оценки 
экспериментального образца сыра представлены в табл. 7. 
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Консистенция  
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(10 б.) 

Равномерный  
(5 б.) 

Характерный  
(5 б.) 40 

2 Хороший  
(18 б.) 

Хорошая  
(9 б.) 

Равномерный  
(5 б.) 

Характерный  
(5 б.) 37 

 
Опытный сыр обладает тонким пикантным грибным вкусом и ароматом, который обусловлен 

действием белой плесени, что определило более высокий балл по сравнению с контрольным сыром 
(см. табл. 6). Консистенция сыра эластичная с мягкой сердцевиной и плотным центром, что 
обусловлено липолитическим и протеолитическим действием плесени.  

Мягкий сыр с плесенью, полученный из смеси молока с пахтой, представляет собой круглую 
головку сыра, покрытую тонким слоем белой плесени. Готовый продукт заворачивается в фольгу. 
Продукт хранится при температуре от 0 до 6 °С и относительной влажности от 80 до 85% в течение 
30 суток. После вскрытия упаковки сыр можно хранить не более 24 ч. 

Разработанный по органолептическим свойствам сыр превосходит свой аналог, поэтому 
может быть предложен для производства на сыродельных предприятиях после разработки 
соответствующей технической документации. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
В ходе научной работы были проведены исследования влияния вида белково-углеводного 

сырья, закваски и вида плесеней на физико-химические и органолептические свойства продукта, а 
также определено оптимальное соотношение сырья (молоко:пахта) для выработки сыра. Готовый 
продукт исследован на предмет относительного состава азотистых фракций, наличие и количество 
летучих жирных кислот. Показано, что в опытных сырах, выработанных с применением благородной 
плесени, более интенсивно протекали процессы протеолиза и липолиза, что нашло свое отражение в 
улучшении органолептических показателей готового продукта. Полученный мягкий сыр, 
разработанный согласно рецептуре с использованием различных вносимых компонентов, по своим 
органолептическим, физико-химическим и микробиологическим характеристикам имеет уникальные 
показатели, пикантный грибной вкус и может быть рекомендован для производства на сыродельных 
предприятиях. 
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летучих жирных кислот. Показано, что в опытных сырах, выработанных с применением благородной 
плесени, более интенсивно протекали процессы протеолиза и липолиза, что нашло свое отражение в 
улучшении органолептических показателей готового продукта. Полученный мягкий сыр, 
разработанный согласно рецептуре с использованием различных вносимых компонентов, по своим 
органолептическим, физико-химическим и микробиологическим характеристикам имеет уникальные 
показатели, пикантный грибной вкус и может быть рекомендован для производства на сыродельных 
предприятиях. 
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Исследование макронутриентов семян конопли  
в процессе кратковременного проращивания
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Аннотация. В настоящее время семена конопли как источник питательных веществ становятся все 
более популярными в питании. Цель работы состояла в исследовании макронутриентов семян конопли 
в процессе их кратковременного проращивания химическими и спектроскопическими методами. В каче-
стве объектов исследования использовали семена конопли посевного сорта Людмила 2021 года произ-
водства, а также пророщенные семена конопли. Проращивание семян конопли проводили в лаборатор-
ных условиях в специальных поддонах при температуре (Т) 18–20 °С с добавлением воды в соотношении 
2:1. Семена проращивали в течение 5 суток при периодическом увлажнении. Совокупность полученных 
экспериментальных данных по изучению белкового комплекса позволила предположить, что в исследу-
емом интервале проращивания семян конопли основной гидролитический распад белков осуществля-
ется наравне с изменением в структурных компонентах, в том числе и за счет синтеза новых белков, 
сопровождающих рост проростков. Изменения таких показателей, как содержание жира и кислотного 
числа, интенсивность пиков функциональных групп в области липидов (1745, 1157, 1140 см-1), свиде-
тельствуют о накоплении жирных кислот в результате процесса гидролиза триглицеридов. Анализ 
углеводной области (1200–680 см-1) ИК-спектров пророщенных семян конопли и интенсивности полос 
соответствующих функциональных групп позволяет предположить интенсивное протекание гидроли-
тического расщепления полисахаридов. Изменение содержания экстрактивных веществ в водных рас-
творах семян пророщенной конопли свидетельствует о накоплении и использовании водорастворимых 
веществ на ранних этапах прорастания. Данные по преобладанию водо- и солерастворимых белковых 
фракций свидетельствуют о повышении биологической ценности семян конопли в процессе кратковре-
менного проращивания.
Ключевые слова: масличные семена, кратковременное проращивание, ИК-спектроскопия, макрону-
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Abstract. At present, hemp seeds are becoming increasingly popular as a source of nutrients. This 
work addressed the dynamics of macronutrients in the process of short-term germination of hemp 
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seeds by chemical and spectroscopic methods. Lyudmila 2021 cultivated hemp seeds along with hemp 
sprouts were used as objects of research. The germination of hemp seeds was carried out under 
laboratory conditions using special trays at 18–20 °C with the water added at a ratio of 2:1 for 5 days 
with periodic moistening. The obtained experimental data on the protein complex suggested that, in 
the studied interval of the germination of hemp seeds, the key hydrolytic decomposition of proteins 
occurs along with changes in structural components, including through the synthesis of new proteins 
accompanying the sprouting. The variations in such parameters as fat content, acid number and peak 
intensity of functional groups in the lipid fingerprint region (1745, 1157 and 1140 cm-1) indicated the 
accumulation of fatty acids as a result of the hydrolysis of triglycerides. The analysis of the IR spectra of 
hemp sprouts and the intensity of the bands of the corresponding functional groups in the carbohydrate 
region (1200–680 cm-1) suggested the intensive hydrolytic decomposition of polysaccharides. The 
variation in the content of extractive matter in the aqueous solutions of hemp sprouts indicated the 
accumulation and utilisation of water-soluble substances at the early stages of germination. The data 
on the predominance of water- and salt-soluble protein fractions indicated an increase in the biological 
value of hemp seeds during short-term germination.

Keywords: oilseeds, short-term germination, IR spectroscopy, macronutrients, proteins, unsaturated fatty 
acids, limited enzymatic hydrolysis
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время возобновился глобаль-

ный интерес к древнейшей сельскохозяйственной 
культуре – конопле – как к многофункционально-
му промышленному сырью, что стало возможным 
благодаря созданию сортов технической конопли 
с низким содержанием тетрагидроканнабинола 
(ТГК) (0,1–0,3%), легализации возделывания и 
переработки такого сырья. Техническую коноплю 
как сельскохозяйственную культуру широко ис-
пользуют страны с развитой экономикой1. Спектр 
применения продуктов переработки конопли по-
севной в мировой экономике постоянно расширя-
ется, разрабатываются технологии производства 
изделий для применения в инновационных сфе-
рах промышленности. Конопля становится стра-
тегической культурой, выращивание и переработ-
ка которой являются важными направлениями 
экономической политики правительств многих 
развитых стран и инвестиций частного бизнеса. В 
мире выпускается более 300 видов продуктов на 
основе технической конопли2. 

Техническая конопля выращивается как для 
получения волокна, так и для производства про-

дуктов питания (семена), используется в косме-
тике, а также в лечебных и фармацевтических 
целях [1, 2]. 

В Российской Федерации законодательно раз-
решено возделывать в промышленных масшта-
бах сорта конопли посевной (Cannabis sativa L.), 
содержащие в сухой массе листьев и соцветий 
растения не более 0,1% ТГК3, в отличие от дру-
гих стран, где этот показатель составляет ≤0,3%. 
В российский Государственный реестр селекци-
онных достижений включен 31 сорт технической 
конопли посевной, из которых 13 сортов предна-
значены на семена, 11 – двойного назначения (во-
локно и семена)4. Следует отметить, что ТГК, как 
и другие каннабиноиды, не присутствуют в семе-
нах конопли и конопляном масле, а содержатся в 
соцветиях и листьях конопли.

Семена конопли относятся к масличным куль-
турам. Химический состав семян конопли ва-
рьируется в зависимости от генотипа, климати-
ческих условий, агрохимических факторов (%): 
жир – (30–34), белок – (22–26), углеводы (кроме 
целлюлозы) – (18–20), целлюлоза – (17–19), зола 
– (4–6), вода – (4–6) [3–6]. 

1 Конопля в Европе и мире // Росленконопля: сайт о льне и конопле. URL: https://www.rosflaxhemp.ru/fakti-i-cifri/
spravochnie-materiali. html/id/1761 (11.08.2022). 
2 Коноплеводство в РФ: хорошо забытое старое или вызов мирового рынка? // Smartconsult. URL: https://marketing.
rbc.ru/articles/12426/ (11.08.2022). 
3 Постановление Правительства РФ от 6 февраля 2020 г. № 101 «Об установлении сортов наркосодержащих 
растений, разрешенных для культивирования для производства используемых в медицинских целях и (или) ветери-
нарии наркотических средств и психотропных веществ, для культивирования в промышленных целях, не связанных 
с производством или изготовлением наркотических средств и психотропных веществ, а также требований к сортам 
и условиям их культивирования» // СПС «КонсультантПлюс». URL: http://www.consultant.ru/document/cons_doc_
LAW_344925/ (11.08.2022). 
4 Государственный реестр селекционных достижений, допущенных к использованию. М.: ФГБНУ «Росинформа-
гротех», 2021. Т. 1. Сорта растений. С. 142–143. 
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В настоящее время семена конопли как источ-
ник питательных веществ, содержащий все не-
заменимые аминокислоты и полиненасыщенные 
жирные кислоты (ПНЖК) в количественном соот-
ношении, достаточном для удовлетворения пи-
щевых потребностей человека, становятся все 
более популярными в питании. Они также явля-
ются источником легкоусвояемой клетчатки и ши-
рокого спектра биологически активных веществ, 
минералов и витаминов [7–10]. 

Масло семян конопли характеризуется сба-
лансированным соотношением и уникальной 
композицией эссенциальных ПНЖК. В нем пре-
обладает (более 50%) линолевая кислота (LA), 
относящаяся к ПНЖК ɷ-6. Второй по содержа-
нию (18–20%) эссенциальной жирной кислотой 
является α-линоленовая кислота (ALA), которая 
относится к ПНЖК ɷ-3. Их соотношение варьи-
руется от 3:1 до 5:1, что соответствует рекомен-
дованному ФАО/ВОЗ и Европейским агентством 
по пищевым продуктам и безопасности (EFSA) 
[11]. Соотношение ɷ-6:ɷ-3 ПНЖК определяет 
состояние липидного обмена, степень предрас-
положенности к сердечно-сосудистым и многим 
другим заболеваниям. На генном уровне ПНЖК 
ɷ-3 и ɷ-6 контролируют генную экспрессию в 
различных органах и тканях [12]. 

В отличие от большинства растительных масел 
в липидном составе семян конопли присутствует 
стеаридониковая кислота (цис-6,9,12,15-октадека-
тетраеновая, SDA) – ПНЖК ɷ-3, которая позволя-
ет обойти первую критическую ферментативную 
стадию δ-6-десатуразы, облегчая превращение 
длинноцепочечных ПНЖК в биологически актив-
ную форму [13–15]. Стеаридониковая кислота 
(С18:4 n3) является промежуточной жирной кис-
лотой при биосинтезе от α-линоленовой кислоты 
до длинноцепочечных ПНЖК ɷ-3, и преобразова-
ние из SDA протекает более эффективно, чем из 
ALA [16]. Поэтому одним из направлений селек-
ции сортов конопли масличного направления яв-
ляется повышение содержания стеаридониковой 
кислоты [6]. 

Семена конопли остаются недооцененными в 
качестве источника пищевого белка. В белковом 
комплексе семян конопли преобладающей фрак-
цией является глобулиновая, основу которой со-
ставляет белок эдестин. Эдестин легко ассими-
лируется, имеет сходство с альбуминами крови и 
куриных яиц, что свидетельствует о его высокой 
питательной ценности [17]. Белки семян коноп-
ли содержат весь спектр незаменимых амино-
кислот, необходимых для питания взрослых и 
детей. При этом лизин является лимитирующей 
кислотой, его аминокислотный скор варьируется, 
по данным ряда авторов, от 0,75 до 0,62 [18–20]. 
У них выявлен широкий спектр биологической 
активности, усиливаемой после частичного ги-
дролиза различными протеазами, в том числе 
антиоксидантная активность, антигипертензив-
ное действие [21, 22]. 

Анализ опубликованных данных показал, что 
семена конопли являются биологически актив-

ным растительным сырьем, которое необходимо 
использовать для расширения ассортимента про-
дуктов здорового питания. 

Доступным и экономически приемлемым спо-
собом максимальной реализации биохимического 
потенциала семян конопли и повышения их пита-
тельной ценности является способ кратковремен-
ного проращивания. 

Прорастание семян/зерна как первая физи-
ологическая стадия жизненного цикла растения 
важна не только для культивирования, но и имеет 
практическую значимость для повышения пита-
тельной ценности при их использовании в каче-
стве пищевого сырья. Ранняя стадия прораста-
ния семян включает набухание и последующий 
процесс водопоглощения, который способствует 
повышению метаболической активности в про-
топлазме семени [23]. В результате активизации 
ферментной системы самого сырья и, как след-
ствие, протекания биохимических процессов про-
исходит увеличение водорастворимых белковых 
фракций, накопление свободных аминокислот и 
жирных кислот, а также легкорастворимых редуци-
рующих сахаров, что приводит к повышению пище-
вой ценности сырья и улучшению функциональных 
свойств заключенного в нем белка [24–26].

Несмотря на значимые результаты в области 
биохимии прорастания, процессы синтеза и рас-
пада азотистых, углеводных и липидных компо-
нентов неоднозначны и индивидуальны для се-
мян сельскохозяйственных культур.

При этом практическое значение имеет опре-
деление продолжительности процесса, при ко-
тором конкретное сырье обладает повышенной 
биологической активностью за счет накопления 
продуктов гидролитического расщепления биопо-
лимеров. В связи с этим актуальны исследования 
динамики макронутриентов конкретного сырья в 
процессе проращивания. 

Цель работы состояла в исследовании ма-
кронутриентов семян конопли в процессе их 
кратковременного проращивания химическими и 
спектроскопическими методами.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В качестве объектов исследования использо-

вали семена конопли посевного сорта Людмила 
2021 года производства, полученные из лабора-
тории агротехнологий обособленного подразде-
ления «Пензенский ИСХ» Федерального научного 
центра лубяных культур, а также пророщенные 
семена конопли.

Семена конопли имели следующие показа-
тели: содержание белка – 20,88%; содержание 
жира – 26,48%; содержание влаги – 5,46%; кис-
лотное число – 0,96.

Проращивание семян конопли проводили в 
лабораторных условиях в специальных поддо-
нах при температуре (Т) 18–20 °С с добавле-
нием воды в соотношении 2:1. Семена прора-
щивали в течение 5 суток при периодическом 
увлажнении. 

Проросшие семена конопли представляли со-
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бой набухшие семена с белыми проростками от 
2 до 7 мм длиной. Процесс проращивания семян 
прекращали сушкой до влажности не более 5%. 
Отбор проб пророщенных семян проводили каж-
дые сутки. Продукты хранили при Т = 4 °С. 

В работе определяли следующие показатели: 
кислотное число (ГОСТ 31700-2012), содержание 
жира (ГОСТ 10857-64), содержание белка (ГОСТ 
10846-91), влажность (ГОСТ 10856-96).

Выделение водорастворимых веществ из про-
рощенных семян конопли проводили водной экс-
тракцией при следующих условиях: гидромодуль – 
10, Т = 40 °С, время – 1 ч. После отделения водного 
экстракта от семян определяли сухой остаток. 

Фракционный состав белкового комплекса 
исходных и пророщенных семян льна устанав-
ливали по методу Ермакова5: последовательной 
экстракцией дистиллированной водой, 7%-м рас-
твором NaCl и 0,1 М раствором NaOH. Высажива-
ние белков производили 5%-м раствором трихло-
руксусной кислоты.

Колебательные спектры образцов (32 скана) 
получали методом ИК-спектроскопии нарушен-
ного полного внутреннего отражения (НПВО) на 
Фурье-спектрометре Tensor 37 (Bruker, Германия) 
с алмазным НПВО-элементом, управляемым про-
граммным пакетом OPUS со стандартными граду-
ировочными возможностями, в диапазоне частот 
4000–600 см-1 в формате поглощения.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Проращивание как процесс можно разделить 

на несколько этапов: замачивание, набухание, 
рост проростков. При замачивании оболочка се-
мени в результате частичного растворения про-
питывающих ее веществ становится проницае-
мой для воды. Проникающая вода адсорбируется 
высокомолекулярными веществами эндосперма 
и зародыша. При этом степень поглощения воды 
определяется природой биополимеров. В семени, 
находящемся в воздушно-сухом состоянии, они 
представляют собой высохшие коллоидные студ-
ни и поэтому обладают высокой водопоглощаю-
щей способностью. Белковые вещества адсорби-
руют до 180% воды, крахмал – до 70%, целлюлоза 
– до 30% в расчете на сухое вещество. Поэтому в 
зависимости от химического состава количество 
поглощаемой семенами (зерном) воды различно. 
Так, пшеница поглощает около 46% воды от своей 
массы, кукуруза – 44%, овес – 60%, рыжик – 60%, 
конопля – 44%, мак – 91%, подсолнечник – 56%6. 

При увлажнении семян сразу же начинается их 
набухание, затем происходит активизация пред-
шествующих ферментов и синтез ферментов, 
определяющих начало гидролитических процес-
сов. Эти и другие процессы (увеличение содержа-
ния осмотически активных веществ, подкисление 
оболочек клеток и др.) создают предпосылки для 

начала роста зародыша. На следующем этапе 
начинается рост зародышевых осей и выход ко-
решка. При этом сначала используются собствен-
ные питательные вещества, а затем происходит 
мобилизация питательных веществ запасающих 
органов (семядолей или эндосперма). 

Визуальные изменения семени конопли, про-
исходящие при кратковременном проращивании, 
представлены на рис. 1.

Активное поглощение воды, набухание колло-
идов, создание высокого осмотического давления 
внутри клеток, которое обусловлено раствори-
мыми внутриклеточными веществами, приводит 
к увеличению объема семени. В среднем объем 
набухшего семени в 1,5–2 раза больше исходно-
го. За 5 суток семена конопли прошли все началь-
ные этапы прорастания – от набухания до роста 
проростков, что продемонстрировано на рис. 1.

Прирост массы семян конопли в процессе про-
ращивания за счет поглощения воды происходит 
с разной интенсивностью, что представлено на 
рис. 2. 

В течение первых 2-х суток происходит интен-
сивное увеличение массы семян. В интервале 
последующих 2–4-х суток меняются процессы, 
снижается скорость повышения массы семян за 

Рис. 1. Визуальные изменения семян конопли в 
процессе проращивания

Fig. 1. Visual changes in hemp seeds during germination
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последующих 2–4-х суток меняются процессы, снижается скорость повышения массы семян за счет 
удержания влаги. Практически аналогично изменяются значения влажности семян, о чем 
свидетельствуют графики (см. рис. 2). Вероятно, это связано с содержанием и природой 
водорастворимых веществ семян.  

В соответствии с современными представлениями в условиях высокой влажности некоторые 
составные части семени (углеводы – сахара, пентозаны; азотистые и минеральные вещества) 
переходят в растворимое состояние и частично диффундируют в замочную воду. Это способствует 
оживлению зародыша, который для своей жизнедеятельности начинает активно использовать 
появившиеся растворимые и усвояемые питательные вещества. Активизирующиеся гидролитические 
ферменты диффундируют в эндосперм, где начинают катализировать гидролиз части 
высокомолекулярных веществ. С поглощением воды зародыш начинает потреблять накопленные в 
нем сахара еще до того, как соответствующие ферменты поступят в эндосперм и путем гидролиза 
дадут новые порции питательных веществ зародышу. На этом этапе, в данном случае 2–4-х суток 
проращивания (см. рис. 2), прирост массы семени за счет поступления воды приостанавливается. 
Предполагается, что в этот так называемый лаг-период в семенах происходит перестройка 
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счет удержания влаги. Практически аналогично 
изменяются значения влажности семян, о чем 
свидетельствуют графики (см. рис. 2). Вероятно, 
это связано с содержанием и природой водорас-
творимых веществ семян. 

В соответствии с современными представ-
лениями в условиях высокой влажности не-
которые составные части семени (углеводы – 
сахара, пентозаны; азотистые и минеральные 
вещества) переходят в растворимое состояние 
и частично диффундируют в замочную воду. 
Это способствует оживлению зародыша, кото-
рый для своей жизнедеятельности начинает 
активно использовать появившиеся раство-
римые и усвояемые питательные вещества. 
Активизирующиеся гидролитические фермен-
ты диффундируют в эндосперм, где начина-
ют катализировать гидролиз части высокомо-
лекулярных веществ. С поглощением воды 
зародыш начинает потреблять накопленные 
в нем сахара еще до того, как соответствую-
щие ферменты поступят в эндосперм и путем 
гидролиза дадут новые порции питательных 
веществ зародышу. На этом этапе, в данном 
случае 2–4-х суток проращивания (см. рис. 2),  
прирост массы семени за счет поступления воды 
приостанавливается. Предполагается, что в этот 
так называемый лаг-период в семенах проис-
ходит перестройка метаболического аппарата, 
возрастает содержание осмотически активных 
веществ, идет подкисление оболочек клеток, т. е. 
создаются условия для роста зародыша. 

Об изменении содержания водорастворимых 
веществ в процессе кратковременного проращи-
вания судили по сухому остатку водного экстрак-
та семян конопли. Динамика водорастворимых 
веществ в течение 5 суток проращивания пред-
ставлена на рис. 3. Можно предположить, что на 
третьи сутки происходит активный рост пророст-
ков в результате интенсивного использования пе-
решедших в водную среду питательных веществ, 
о чем также свидетельствует внешний вид семян 
конопли, представленный на рис. 1. 

Все изменения, происходящие в семенах ко-
нопли, свидетельствуют о периодичности протека-
ющих процессов в прорастающих семенах (рис. 4).

В результате интенсивного поглощения воды за-
пускаются процессы гидролиза азотистых соедине-
ний, особенно белков, до свободных аминокислот, 
которые затем расходуются на создание новых бел-
ковых соединений. Вероятно, при проращивании се-
мян конопли синтез белков начинается на 2-е сутки, 
о чем свидетельствует рост значений содержания 
протеина. Можно предположить, что в исследуемом 
интервале проращивания семян конопли основной 
гидролитический распад белков осуществляется 
наравне с изменением в структурных компонентах, 
в том числе и за счет синтеза новых белков, сопро-
вождающих рост проростков. Этим можно объяс-
нить колебания показателя содержания сырого про-
теина при проращивании семян конопли в первые 
5 суток (см. рис. 4). На каждой стадии прорастания 
протекают процессы, связанные с изменением со-
става и состояния питательных веществ в семени. 

Соотношение белковых фракций в этот иссле-
дуемый период проращивания изменялось, как 
это показано на рис. 5. 
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на 2-е сутки, о чем свидетельствует рост значений содержания протеина. Можно предположить, что в 
исследуемом интервале проращивания семян конопли основной гидролитический распад белков 
осуществляется наравне с изменением в структурных компонентах, в том числе и за счет синтеза новых 
белков, сопровождающих рост проростков. Этим можно объяснить колебания показателя содержания 
сырого протеина при проращивании семян конопли в первые 5 суток (см. рис. 4). На каждой стадии 
прорастания протекают процессы, связанные с изменением состава и состояния питательных веществ 
в семени.  

Соотношение белковых фракций в этот исследуемый период проращивания изменялось, как это 
показано на рис. 5.  
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Об изменении содержания водорастворимых веществ в процессе кратковременного 
проращивания судили по сухому остатку водного экстракта семян конопли. Динамика водорастворимых 
веществ в течение 5 суток проращивания представлена на рис. 3. Можно предположить, что на третьи 
сутки происходит активный рост проростков в результате интенсивного использования перешедших в 
водную среду питательных веществ, о чем также свидетельствует внешний вид семян конопли, 
представленный на рис. 1.  
 

 
Рис. 3. Динамика водорастворимых веществ в процессе кратковременного проращивания семян 

конопли 
Fig. 3. Dynamics of water-soluble substances in short-term germination of hemp seeds 

 
Все изменения, происходящие в семенах конопли, свидетельствуют о периодичности 

протекающих процессов в прорастающих семенах (рис. 4). 
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Fig. 4. Changes in the parameters of hemp seeds during germination 
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Рис. 5. Изменение фракционного состава белкового комплекса семян конопли на ранних стадиях 

проращивания 
Fig. 5. Changes in the fractional composition of the hemp seeds protein complex at the early stages of 

germination 
 
Исходные семена характеризовались преобладающим суммарным содержанием водо- и 

солерастворимой белковых фракций. В процессе проращивания наблюдался резкий рост их 
суммарного содержания. При этом соотношение альбуминов и глобулинов варьировалось в 
исследуемый период. 

Содержание сырого жира, как видно из рис. 4, также подвержено колебаниям в исследуемом 
временном интервале проращивания. Несмотря на тенденцию снижения содержания сырого жира в 
семенах конопли, этот процесс протекает с определенной периодичностью. Распад жиров, в отличие 
от протеолиза белков, является более сложным многостадийным процессом [27]. При прорастании 
масличных семян основным обменным процессом считается превращение жира в сахар: протекает 
гидролиз триглицеридов с образованием свободных жирных кислот и глицерина, который через 
последовательность реакций гликолиза превращается в сахара. 

Кислотное число масла, характеризующее содержание свободных жирных кислот, резко 
увеличивается на 4–5-й день проращивания (в 3,3 раза). Это свидетельствует об интенсификации 
процесса гидролиза триглицеридов.  

Исследование оптических свойств высушенных и измельченных семян конопли, прошедших 
этапы набухания и кратковременного прорастания, методом Фурье-ИК-спектроскопии (рис. 6) также 
показало, что все основные вещества, содержащиеся в исходных семенах, претерпевают 
значительные изменения, которые носят экстремальный характер, изменяя фактуру спектра. Для 
разных компонентов (белки, липиды, углеводы) изменения при проращивании происходят 
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Исходные семена характеризовались преобла-
дающим суммарным содержанием водо- и солера-
створимой белковых фракций. В процессе прора-
щивания наблюдался резкий рост их суммарного 
содержания. При этом соотношение альбуминов и 
глобулинов варьировалось в исследуемый период.

Содержание сырого жира, как видно из рис. 4,  
также подвержено колебаниям в исследуемом 
временном интервале проращивания. Несмо-
тря на тенденцию снижения содержания сырого 
жира в семенах конопли, этот процесс протекает 
с определенной периодичностью. Распад жиров, 
в отличие от протеолиза белков, является более 
сложным многостадийным процессом [27]. При 
прорастании масличных семян основным обмен-
ным процессом считается превращение жира в 
сахар: протекает гидролиз триглицеридов с обра-
зованием свободных жирных кислот и глицерина, 
который через последовательность реакций гли-
колиза превращается в сахара.

Кислотное число масла, характеризующее со-
держание свободных жирных кислот, резко уве-
личивается на 4–5-й день проращивания (в 3,3 
раза). Это свидетельствует об интенсификации 
процесса гидролиза триглицеридов. 

Исследование оптических свойств высушен-
ных и измельченных семян конопли, прошедших 
этапы набухания и кратковременного прораста-
ния, методом Фурье-ИК-спектроскопии (рис. 6) 
также показало, что все основные вещества, со-
держащиеся в исходных семенах, претерпевают 
значительные изменения, которые носят экстре-
мальный характер, изменяя фактуру спектра. Для 
разных компонентов (белки, липиды, углеводы) 
изменения при проращивании происходят неод-
нозначно. Однако уже по общему рисунку полос 
(1200–950 см-1) видно, что наибольшие различия 
наблюдаются в липидно-углеводной зоне. 

Более наглядно увидеть изменения, имеющие 
место в результате сложных и многообразных био-
химических процессов при прорастании семян, 
позволяют увеличенные фрагменты наиболее 
информативных участков спектров, представлен-
ные на рис. 7. Обращает на себя внимание то, что 
большинство полос на протяжении эксперимента 
сохраняет стабильность своего положения. Одна-
ко при этом иногда меняется последовательность 
расположения спектральных кривых, что может 
указывать на периодичность взаимосвязанных 
процессов, протекающих в оживающей биологи-
ческой системе. 

При анализе рисунка полос Амид-1 и Амид-2 
(рис. 7, а), характеризующих С=О-группировки 
всей совокупности белковых компонентов, можно 
отметить, что уширение максимумов указывает 
на их сложный состав. Однако смещение правой 
ветви полосы Амид-1 в положение 1630 см-1 мо-
жет свидетельствовать об увеличении доли глобу-
линов после 3-х суток проращивания. С этого мо-
мента начинает наблюдаться и периодичность в 
относительном положении спектральных кривых. 
Однако последовательность расположения кри-
вых в полосе (рис. 7, b), характеризующей асим-
метричные (3286 см-1) и симметричные (3268 см-1)  
колебания NH-группировок пептидной связи, за-
метно отличается от последовательности кривых 
(см. рис. 7, а). Наблюдается снижение интенсив-
ности обеих полос за первые 2-е суток, в отличие 
от амидных полос, и повторение характера их пе-
риодичности при проращивании в последующие. 
Здесь очевидно просматривается изменение в 
структурных характеристиках белковых компо-
нентов при гидролитическом распаде в процессе 
набухания.

Анализ полос, дающих представление о ди-
намике изменения оптических свойств липидных 
компонентов, представленных в разных областях 
спектра, позволяет отметить следующее: ско-
рость изменения интенсивности полосы 1745 см-1,  
характеризующей С=О-функционалы карбоксиль-
ных (СООН) групп жирных кислот (см. рис. 7, а),  
полосы 3008 см-1 (рис. 7, c), ответственной за 
проявление валентных колебаний С-Н-групп при 
двойной связи (СН=СН) ненасыщенных жирных 
кислот, дублета полос 1157/1140 см-1 (рис. 7, d), 
указывающих на соотношение соответственно 
коротко- и длинноцепочечных жирных кислот, и 
слабой полосы 720 см-1, отвечающей деформаци-
онным колебаниям СН-групп при двойной связи  
(см. рис. 7, d), значительна в первые 3-е суток, а 
затем по приведенным на всех фрагментах дан-
ным падает, но на обоих этапах сохраняется по-
следовательность расположения кривых, отме-
ченная для белков.  

В углеводной части спектра на протяжении 
всего эксперимента очень наглядно изменя-
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Рис. 6. ИК-спектры исходных и пророщенных семян 
конопли: 1 – исходные; пророщенные: 2 – 1 сутки,  

3 – 2 суток, 4 – 3 суток, 5 – 4 суток, 6 – 5 суток 
Fig. 6. IR spectra of initial and germinated hemp seeds:  

1 – initial; germinated: 2 – 1 day, 3 – 2 days, 
4 – 3 days, 5 – 4 days, 6 – 5 days
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ется рисунок полос 1097 и 1062–1057 см-1 и их 
интенсивность (см. рис. 7, d). В данном случае, 
как и для дублета липидов, характерные каче-
ственные изменения наступают уже через сутки 
набухания (кривые 1 и 2). Через 2-е суток при 
увеличении интенсивности полосы 1097 см-1 сни-
жается полоса 1057 см-1 и резко падает 1030 см-1,  

которая в спектрах образцов, полученных на 
3–5-е сутки, трансформируется в слабо выра-
женное плечо на правой ветви. При этом в спек-
трах образцов 3–5 суток снова формируется 
двойная полоса, в которой отмечено движение 
по изменению интенсивности. На 3-и сутки в 
сформировавшемся дублете доминирует полоса 
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Рис. 7. Фрагменты ИК-спектров семян конопли (см-1): а – 1750–1500; b – 3600–3050; c – 3030–2990;  
d – 1200–680; e – 3050–2800: 1 – исходные; пророщенные: 2 – 1 сутки, 3 – 2 суток, 4 – 3 суток,  

5 – 4 суток, 6 – 5 суток  
Fig. 7. Fragments of IR spectra of hemp seeds (cm-1): a – 1750–1500; b – 3600–3050; c – 3030–2990;  

d – 1200–680; e – 3050–2800: 1 – initial; germinated: 2 – 1 day, 3 – 2 days, 4 – 3 days, 5 – 4 days,  
6 – 5 days 

 
В углеводной части спектра на протяжении всего эксперимента очень наглядно изменяется 

рисунок полос 1097 и 1062–1057 см-1 и их интенсивность (см. рис. 7, d). В данном случае, как и для 
дублета липидов, характерные качественные изменения наступают уже через сутки набухания (кривые 
1 и 2). Через 2-е суток при увеличении интенсивности полосы 1097 см-1 снижается полоса 1057 см-1 и 
резко падает 1030 см-1, которая в спектрах образцов, полученных на 3–5-е сутки, трансформируется в 
слабо выраженное плечо на правой ветви. При этом в спектрах образцов 3–5 суток снова формируется 
двойная полоса, в которой отмечено движение по изменению интенсивности. На 3-и сутки в 
сформировавшемся дублете доминирует полоса 1097 см-1, на 4-е интенсивности полос 
выравниваются, а на 5-е сутки в спектре начинает лидировать полоса 1057 см-1. Отмеченные 
особенности говорят о наиболее выраженных изменениях качественного состава именно углеводных 
компонентов, что может указывать на зависимость как от начинающих работать ферментов, так и от 
претерпевающих биохимические изменения белков и липидов. На это указывает и изменение статуса 
полосы 993 см-1, которая, как и полоса 917 см-1, характерна для гликопиранозных колец сахаридов, в 
том числе и целлобиозы, являющейся структурным элементом целлюлозы любой природы.  

Отмеченное позволяет высказать мнение о том, что углеводы при исследовании методом ИКС 
НПВО могут служить неплохим индикатором доминирующей роли тех или иных процессов, тех или 
иных компонентов, параметров или факторов на разных этапах проращивания семян.  

На рис. 7, e проиллюстрировано изменение спектральных характеристик асимметричных и 
симметричных СН2-группировок, обусловленных всеми компонентами семян конопли. Характер 
изменения последовательности расположения спектров тот же, что для белков (см. рис. 7, а) и липидов 
(см. рис. 7, d), но по скорости изменения интенсивности полос через 3-е суток они ближе к липидам. 
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Рис. 7. Фрагменты ИК-спектров семян конопли (см-1): а – 1750–1500; b – 3600–3050; c – 3030–2990;  
d – 1200–680; e – 3050–2800: 1 – исходные; пророщенные: 2 – 1 сутки, 3 – 2 суток, 4 – 3 суток,  

5 – 4 суток, 6 – 5 суток  
Fig. 7. Fragments of IR spectra of hemp seeds (cm-1): a – 1750–1500; b – 3600–3050; c – 3030–2990;  

d – 1200–680; e – 3050–2800: 1 – initial; germinated: 2 – 1 day, 3 – 2 days, 4 – 3 days, 5 – 4 days,  
6 – 5 days 

 
В углеводной части спектра на протяжении всего эксперимента очень наглядно изменяется 

рисунок полос 1097 и 1062–1057 см-1 и их интенсивность (см. рис. 7, d). В данном случае, как и для 
дублета липидов, характерные качественные изменения наступают уже через сутки набухания (кривые 
1 и 2). Через 2-е суток при увеличении интенсивности полосы 1097 см-1 снижается полоса 1057 см-1 и 
резко падает 1030 см-1, которая в спектрах образцов, полученных на 3–5-е сутки, трансформируется в 
слабо выраженное плечо на правой ветви. При этом в спектрах образцов 3–5 суток снова формируется 
двойная полоса, в которой отмечено движение по изменению интенсивности. На 3-и сутки в 
сформировавшемся дублете доминирует полоса 1097 см-1, на 4-е интенсивности полос 
выравниваются, а на 5-е сутки в спектре начинает лидировать полоса 1057 см-1. Отмеченные 
особенности говорят о наиболее выраженных изменениях качественного состава именно углеводных 
компонентов, что может указывать на зависимость как от начинающих работать ферментов, так и от 
претерпевающих биохимические изменения белков и липидов. На это указывает и изменение статуса 
полосы 993 см-1, которая, как и полоса 917 см-1, характерна для гликопиранозных колец сахаридов, в 
том числе и целлобиозы, являющейся структурным элементом целлюлозы любой природы.  

Отмеченное позволяет высказать мнение о том, что углеводы при исследовании методом ИКС 
НПВО могут служить неплохим индикатором доминирующей роли тех или иных процессов, тех или 
иных компонентов, параметров или факторов на разных этапах проращивания семян.  

На рис. 7, e проиллюстрировано изменение спектральных характеристик асимметричных и 
симметричных СН2-группировок, обусловленных всеми компонентами семян конопли. Характер 
изменения последовательности расположения спектров тот же, что для белков (см. рис. 7, а) и липидов 
(см. рис. 7, d), но по скорости изменения интенсивности полос через 3-е суток они ближе к липидам. 
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Рис. 7. Фрагменты ИК-спектров семян конопли (см-1): а – 1750–1500; b – 3600–3050; c – 3030–2990; 
d – 1200–680; e – 3050–2800: 1 – исходные; пророщенные: 2 – 1 сутки, 3 – 2 суток,  

4 – 3 суток, 5 – 4 суток, 6 – 5 суток 
Fig. 7. Fragments of IR spectra of hemp seeds (cm-1): a – 1750–1500; b – 3600–3050; c – 3030–2990; 

d – 1200–680; e – 3050–2800: 1 – initial; germinated: 2 – 1 day, 3 – 2 days, 4 – 3 days,  
5 – 4 days, 6 – 5 days
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Рис. 8. Изменения интенсивности полос функциональных групп в спектрах образцов
семян конопли в зависимости от времени их проращивания (см-1):
а) 1 – 1642, 2 – 1540; b) 1 – 3286, 2 –  3068; c) 1 – 2923, 2 – 2853;

d) 1 – 1745, 2 – 3008, 3 – 720; e) 1 – 1157, 2 – 1140; f) 1 – 1097, 2 – 1053 
Fig. 8. Changes in the intensity of bands of functional groups in the spectra of hemp seeds samples depending on the 

time of their germination (cm-1): 
a) 1 – 1642, 2 – 1540; b) 1 – 3286, 2 – 3068; c) 1 – 2923, 2 – 2853;

d) 1 – 1745, 2 – 3008, 3 – 720; e) 1 – 1157, 2 – 1140; f) 1 – 1097, 2 – 1053 

   

0,04

0,06

0,08

0,1

0,12

0,14

0,16

0,18

0,2

0 1 2 3 4 5
Время проращивания, 

сутки

По
гл

ощ
ен

ие

1 2

0

0,05

0,1

0,15

0,2

0,25

0 1 2 3 4 5
Время проращивания, 

сутки

По
гл

ощ
ен

ие

1 2 3

0,04

0,05

0,06

0,07

0,08

0,09

0,1

0,11

0,12

0 1 2 3 4 5
Время проращивания, 

сутки

По
гл

ощ
ен

ие

1 2

0

0,05

0,1

0,15

0,2

0,25

0 1 2 3 4 5
Время проращивания, 

сутки

По
гл

ощ
ен

ие

1 2 3

0,04

0,05

0,06

0,07

0,08

0,09

0,1

0,11

0,12

0 1 2 3 4 5
Время проращивания, 

сутки

По
гл

ощ
ен

ие

1 2  
            d                                                       e                                                 f 

 
Рис. 8. Изменения интенсивности полос функциональных групп в спектрах образцов 

семян конопли в зависимости от времени их проращивания (см-1): 
а) 1 – 1642, 2 – 1540; b) 1 – 3286, 2 –  3068; c) 1 – 2923, 2 – 2853; 

d) 1 – 1745, 2 – 3008, 3 – 720; e) 1 – 1157, 2 – 1140; f) 1 – 1097, 2 – 1053  
Fig. 8. Changes in the intensity of bands of functional groups in the spectra of hemp seeds samples 

depending on the time of their germination (cm-1): 
a) 1 – 1642, 2 – 1540; b) 1 – 3286, 2 – 3068; c) 1 – 2923, 2 – 2853; 

d) 1 – 1745, 2 – 3008, 3 – 720; e) 1 – 1157, 2 – 1140; f) 1 – 1097, 2 – 1053  
 

При этом следует отметить относительную стабильность интенсивности полос, относящихся к 
функциональным группам непредельных жирных кислот (3008, 720 см-1). 

Таким образом, периодичность в изменении интенсивности полос ИК-спектров функциональных 
групп белков, углеводов и общих липидов в общем коррелирует с данными химического анализа (см. 
рис. 4). 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Исследование биохимического состава семян конопли в процессе кратковременного 

проращивания, проведенное химическими методами и методом ИКС НПВО, показало периодичность в 
изменениях основных макронутриентов семян льна, при этом переломным моментом для всех 
наблюдаемых, хотя и неоднозначных процессов стали 3-и сутки.  

Совокупность полученных экспериментальных данных по изучению белкового комплекса 
позволяет предположить, что в исследуемом интервале проращивания семян конопли основной 
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1097 см-1, на 4-е интенсивности полос выравни-
ваются, а на 5-е сутки в спектре начинает лиди-
ровать полоса 1057 см-1. Отмеченные особенно-
сти говорят о наиболее выраженных изменениях 
качественного состава именно углеводных ком-
понентов, что может указывать на зависимость 
как от начинающих работать ферментов, так и 
от претерпевающих биохимические изменения 
белков и липидов. На это указывает и изменение 
статуса полосы 993 см-1, которая, как и полоса 
917 см-1, характерна для гликопиранозных колец 
сахаридов, в том числе и целлобиозы, являю-
щейся структурным элементом целлюлозы лю-
бой природы. 

Отмеченное позволяет высказать мнение о 
том, что углеводы при исследовании методом 
ИКС НПВО могут служить неплохим индикатором 
доминирующей роли тех или иных процессов, тех 
или иных компонентов, параметров или факторов 
на разных этапах проращивания семян. 

На рис. 7, e проиллюстрировано изменение 
спектральных характеристик асимметричных и 
симметричных СН2-группировок, обусловленных 
всеми компонентами семян конопли. Характер 
изменения последовательности расположения 
спектров тот же, что для белков (см. рис. 7, а) и 
липидов (см. рис. 7, d), но по скорости изменения 
интенсивности полос через 3-е суток они ближе к 
липидам. Это позволяет говорить о том, что дан-
ный фрагмент в большей мере отражает измене-
ния в липидных компонентах.

Как отмечалось выше, периодичность про-
цессов, происходящих при проращивании семян 
конопли, отражается в изменении интенсивности 
полос основных функциональных группировок 
в зависимости от продолжительности проращи-
вания. На рис. 8 показана динамика изменения 
интенсивности комплекса курируемых полос для 
всех основных компонентов. Общий взгляд на 
кривые фрагментов рисунка говорит о том, что:

– переломным моментом для всех наблюдае-
мых, хотя и неоднозначных процессов являются 
3-и сутки;

– в течение 3-х суток все основные компонен-
ты, которые позволяет курировать метод, с разной 
скоростью, но увеличиваются по содержанию, осо-
бенно это заметно по полосе 1745 см-1, свидетель-
ствующей об увеличении жирных кислот (рис. 8, d),  
причем с несколько большим содержанием корот-
коцепочечных (рис. 8, e), что подчеркивают и кри-
вые фрагмента «с»; 

– в течение первых 2-х суток несколько запаз-
дывают белки, что может быть обусловлено их 
деструкцией, гидролитическим распадом при на-
бухании, на это есть указания кривых рис. 8, b – 
снижение количества NH-группировок пептидной 
связи; 

– несколько обособленно стоят углеводы. Хотя 
характер их кривых ближе к липидам, есть осно-
вания полагать, что динамика гидролитического 
расщепления полисахаридов и их преобразова-
ния может быть обусловлена в данный период 
более низкой скоростью деструкции белковых 

структур, с которыми они образуют сложные ком-
плексы – гликопротеины.  

 При этом следует отметить относительную 
стабильность интенсивности полос, относящихся 
к функциональным группам непредельных жир-
ных кислот (3008, 720 см-1).

Таким образом, периодичность в изменении 
интенсивности полос ИК-спектров функциональ-
ных групп белков, углеводов и общих липидов в 
общем коррелирует с данными химического ана-
лиза (см. рис. 4).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Исследование биохимического состава семян 

конопли в процессе кратковременного проращи-
вания, проведенное химическими методами и 
методом ИКС НПВО, показало периодичность в 
изменениях основных макронутриентов семян 
льна, при этом переломным моментом для всех 
наблюдаемых, хотя и неоднозначных процессов 
стали 3-и сутки. 

Совокупность полученных эксперименталь-
ных данных по изучению белкового комплекса 
позволяет предположить, что в исследуемом ин-
тервале проращивания семян конопли основной 
гидролитический распад белков осуществляется 
наравне с изменением в структурных компонен-
тах, в том числе и за счет синтеза новых белков, 
сопровождающих рост проростков.

Изменения таких показателей, как содержание 
жира и кислотного числа, интенсивность пиков 
функциональных групп в области липидов (1745, 
1157, 1140 см-1), свидетельствуют о накоплении 
жирных кислот в результате процесса гидролиза 
триглицеридов.

Изменение содержания экстрактивных ве-
ществ в водных растворах семян пророщенной 
конопли свидетельствует о накоплении и исполь-
зовании водорастворимых веществ на ранних 
этапах прорастания. 

Данные по преобладанию водо- и солераство-
римых белковых фракций в результате резкого 
повышения содержания глобулинов свидетель-
ствуют о повышении биологической ценности се-
мян конопли в процессе кратковременного прора-
щивания. 

Анализ углеводной области (1200–680 см-1) 
ИК-спектров пророщенных семян конопли и ин-
тенсивности полос соответствующих функцио-
нальных групп позволяет предположить интенсив-
ное протекание гидролитического расщепления 
полисахаридов. 

Таким образом, семена конопли на раннем 
этапе проращивания содержат набор биологиче-
ски активных веществ, обеспечивающий выход и 
активное прорастание проростка. Такие семена 
являются ценным ингредиентом для создания 
продуктов здорового питания с повышенным со-
держанием хорошо растворимых белков, сво-
бодных аминокислот и жирных кислот. Наличие 
указанных активных компонентов повышает пи-
тательную ценность и усвояемость целевой про-
дукции.
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Аннотация. Данная статья посвящена исследованию распространения азоттрансформирующих бак-
терий в искусственном водоеме с высшими водными растениями. Сконструированы искусственные во-
доемы (пруды) с высшими водными растениями тростника обыкновенного (Phragmites australis) и рогоза 
(Typha) для очистки свиноводческих сточных вод. В пруду с Phragmites australis выделено 7 штаммов 
аммонийокисляющих и 14 денитрифицирующих бактерий, а в пруду с Typha – 6 штаммов аммонийо-
кисляющих и 19 денитрифицирующих бактерий. В результате сравнительного анализа численности 
бактерий в разных точках отбора образцов выявлено их снижение вдоль искусственного водоема. Боль-
ше всего аммонийокисляющих штаммов бактерий было идентифицировано в образцах, отобранных в 
поверхностном слое пруда, в то время как денитрифицирующие бактерии доминировали в донном слое. 
Выделенные микроорганизмы установлены методом определения последовательности нуклеотидов 
16 SrRNA, они относятся к родам Pantoea, Enterobacter, Bacillus. Показано, что искусственный водоем с 
высшими водными растениями обладает разнообразной микробиотой, состав которой сильно зависит 
от источника сточных вод и не зависит от видов посаженных растений. Проведено определение спо-
собности трансформации аммиака и денитрификации выделенными штаммами бактерий. Наибольшая 
эффективность превращения аммиака (до 56%) показана для бактерий Enterobacter cloacae, выделен-
ных из поверхностного слоя пруда. Денитрифицирующие бактерии, отобранные из донного слоя, спо-
собны снижать содержание нитрата с 20 до 10 мг/л за 72 ч. Полученные результаты подтверждают 
роль бактерий в очистке сточных вод от азотсодержащих загрязняющих веществ, а средняя эффек-
тивность удаления неорганических соединений азота составляет 50%.

Ключевые слова: искусственный водоем, водные высшие растения, микробиота сточных вод, дени-
трифицирующие бактерии, очистка животноводческих сточных вод
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ВВЕДЕНИЕ
Почвенно-болотные системы с высшими во-

дными растениями, созданные с использова-
нием современной экологической технологии 
«constructed wetlands» (другое название – искус-
ственный водоем с высшими водными растения-
ми), могут использоваться для очистки сточных 
вод и являются одним из самых перспективных 
типов очистных сооружений ввиду низких затрат 
на капитальное строительство, простоты эксплу-
атации, высокой эффективности обезвреживания 
загрязненных вод и экологической безопасности. 
Constructed wetlands преимущественно приме-
няются для очистки сточных вод на малых жи-
вотноводческих фермах, в которых не требуется 
проводить сложное эксплуатационное и техни-
ческое обслуживание [1–3]. Многочисленные 
международные исследования свидетельствуют 
об успешном применении систем «constructed 
wetlands» для очистки сточных вод различного 
происхождения, в том числе для животноводства, 
где одним из главных загрязнителей выступают 
различные соединения азота [4–6]. В зависимо-
сти от гидравлической проектной линии системы 
почвенно-болотной очистки сточных вод делятся 
на два типа: поверхностный и донный (или под-
поверхностный). В прудах с донным типом может 
быть организовано горизонтальное и вертикаль-
ное движение воды. Для увеличения эффективно-
сти удаления аммиака и азота в 1990–2000 годах 
часто применяли системы почвенно-болотной 
очистки сточных вод смешанных типов, например, 

сопряженные системы с горизонтальным и верти-
кальным потоками или поверхностным и донным 
потоками для увеличения эффективности очистки 
с учетом преимущества каждого типа систем [7].

Высшие растения в почвенно-болотных систе-
мах обеспечивают одновременное протекание 
физических, химических и многообразных био-
логических процессов утилизации загрязняющих 
веществ, что приводит к интенсификации про-
цессов очистки сточных вод. Однако основную 
роль в процессах очистки сточных вод играют 
микроорганизмы, которые организованы в разно-
образные микробные сообщества в зависимости 
от типа сточных вод и загрязняющих веществ. Был 
проведен ряд исследований, в которых показано 
наличие разнообразных микробных сообществ 
в почвенно-болотной системе очистки сточных 
вод. Среди них обнаружены бактерии, способные 
утилизировать многие органические соединения 
[8], антибиотики [9], азот, фосфор [10], тяжелые 
металлы [11]. Однако взаимосвязи между процес-
сами, обусловленными жизнедеятельностью ми-
кроорганизмов, растений, природных сорбентов, 
по отношению к загрязняющим веществам в сточ-
ных водах до сих пор полностью не выявлены [12]. 
Серьезной проблемой является очистка сточных 
вод свиноводческих комплексов и ферм, т. к. эти 
стоки имеют высокое содержание соединений 
аммиака и очень низкую скорость разложения 
загрязняющих веществ. Для разработки эффек-
тивных систем очистки с применением технологии 
искусственных почвенно-болотных систем важно 
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Abstract. This article examines the distribution of nitrogen-transforming bacteria in an artificial reservoir (pond) 
populated with aquatic higher plants of common reed (Phragmites australis) and cattail (Typha) for treating 
swine wastewater. In the pond occupied by Phragmites australis, 7 strains of ammonium oxidising and 14 
denitrifying bacteria were identified, while, in the pond occupied by Typha, 6 strains of ammonium oxidising 
and 19 denitrifying bacteria were distinguished. A comparative analysis of bacterial count at various sampling 
points revealed their decrease along the artificial pond. Most of the bacteria strains oxidising ammonium were 
identified in the samples collected from the surface layer of the pond, while denitrifying bacteria dominated 
the bottom layer. The isolated microorganisms identified by 16S rRNA sequencing belonged to the genus 
Pantoea, Enterobacter and Bacillus. An artificial pond having aquatic higher plants is characterised by a diverse 
microbiota, whose composition strongly depends on the wastewater source rather than on the cultivated plant 
species. The ammonia transformation and denitrification capacity of isolated bacterial strains was determined. 
The highest conversion efficiency of ammonia (up to 56%) was observed for Enterobacter cloacae bacteria 
isolated from the surface layer of the pond. Denitrifying bacteria sampled from the bottom layer allowed for 
the reduction in nitrate content from 20 to 10 mg/L in 72 h. The obtained results confirm the role of bacteria in 
the treatment of wastewater against nitrogen-containing pollutants, with the average efficiency of removal of 
inorganic nitrogen compounds being 50%.
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знать состав микробных сообществ в зависимости 
от условий очистки стоков.

Целью данной работы является определение 
разнообразия и распределения бактерий, способ-
ствующих превращению азота в сточных водах 
предприятий животноводства, в почвенно-болот-
ной системе с высшими водными растениями 
и горизонтальным потоком жидкости.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Объектом исследования является сообще-

ство бактерий, которое участвует в процессе 
превращения азота в почвенно-болотной систе-
ме очистки сточных вод свиноводческого ком-
плекса, которые предварительно подвергали 
обработке с использованием биогазовой уста-
новки. Почвенно-болотная система представ-
ляет собой пруд, работа которого основана на 
природной способности высших водных расте-
ний (тростник, рогоз) очищать воду в контакте 
с корневой системой растений. На корнях рас-
тений развиваются бактерии, способные пере-
работать множество органических загрязнений. 
Создание в пруду горизонтального потока жид-
кости позволяет проводить очистку не только в 
корневой зоне, но и во всем объеме пруда.

Сконструированы 2 пруда размерами (длина 
х ширина х глубина, м) = 2,8 х 0,6 х 0,8, в кото-
рые высажены высшие водные растения: трост-
ник обыкновенный (Phragmites australis) или ро-
гоз (Typha) (рис. 1). С 2-х сторон пруд наполнен 
гравием с размером частиц 40–60 мм, высотой 
слоя 60 см и толщиной 40 мм, внутри – гравием 
1–4 мм с толщиной слоя 600 мм, на поверхно-
сти покрыт слоем гравия размерами 10–20 мм 
с толщиной 100 мм. Площадь пруда составляет 

1,68 м2. Уровень воды в пруде сохраняется ниже 
поверхности примерно на 100 мм, т. е. под сло-
ем гравия 10–20 мм.  

Схема работы пруда следующая: сточная вода 
после биогазовой установки попадает по трубе 
с распределительным устройством в боковую 
часть пруда со слоем гравия 40–60 мм. Уровень 
воды в пруду контролируется переливной трубой 
с высотой 60 см (см. рис. 1), которая распола-
гается в зоне сбора очищенной воды. Сточная 
вода первоначально очищается фильтрованием 
через слой гравия, а затем поступает к корням 
растений, растворенные и коллоидные примеси 
утилизируются микроорганизмами.

Время отстаивания сточных вод в пруду со-
ставляло 8 суток. Перед отбором проб для ис-
следования изучаемая система функционировала 
9 месяцев. Пробы, которые использовали для 
измерения показателей качества воды до очист-
ки, отбирали в отстойнике, находящемся перед 
входом в пруд, а после очистки пробы отбирали 
в переливной трубе (см. рис. 1).

Содержание общего азота, катионов аммония 
(NH4

+), нитрат-анионов определяли колориметри-
ческим методом, индикаторами для которого слу-
жили персульфат, салицилат, хромовая кислота. 
Измерение проводили на колориметре DR-900 
(HACH, США). Концентрацию растворенного кис-
лорода и значений pH устанавливали с исполь-
зованием прибора ExStik® DO600 и pH-метра 
ExStik® EC500 (Extech, США).

Отбор образцов для выделения бактерий про-
водили в точках, которые находились в начале, 
середине, конце (по длине) пруда, и в 2-х точ-
ках по его глубине – в поверхностном (5–10 см) 
и донном (35 см) слоях (см. рис. 1). Выделение 

Рис. 1. Конструкция искусственного водоема с высшими водными растениями
Fig. 1. Design of an artificial reservoir with higher aquatic plants
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бактерий выполняли по методике, описанной в ра-
ботах [13, 14], для этого на 1-м этапе проводили 
обогащение микроорганизмов высевом на пита-
тельный агар следующего состава, г/л: пептон – 5; 
дрожжевой экстракт – 1,5; мясной экстракт – 1,5; 
хлорид натрия – 5; агар-агар – 15. Выделенные 
бактерии идентифицировали методом определе-
ния последовательности нуклеотидов 16SrRNA.

Отбор аммонийокисляющих бактерий прово-
дили на питательной среде Виноградского следу-
ющего состава, г/л: (NH4)2SO4– 2,0; K2HPO4– 1,0;  
MgSO4·7H2O  –  0,5; NaCl  –  2,0; FeSO4– 0,4; 
NaHCO3– 0,5. Среду готовили на 0,3%-м раство-
ре ацетата натрия (CH3COONa) для выявления 
процесса гетеротрофной нитрификации.

Селекцию денитрифицирующих бактерий осу-
ществляли на питательной среде Гильтея следу-
ющего состава, г/л: KN03– 2,0; аспарагин – 1,0; на-
трий лимоннокислый – 2,5; КН2Р04– 2; СаСl2– 0,2; 
MgSО4·7H20 – 2; FeCl3 – следы. Компоненты среды 
растворяли в 1 л дистиллированной воды, доводили 
pH до 7,5, добавляли 20 г агара и автоклавировали 
при температуре 121 °C в течение 20 мин.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Применение искусственного водоема с выс-

шими водными растениями для эффективной 
очистки сточных вод. В течение 2-х месяцев 
проводили отбор 10 образцов воды. Показате-
ли сточных вод, поступающих в искусственный 
водоем до и после биологической очистки, пред-
ставлены в табл. 1.

Незначительное снижение уровня растворен-
ного кислорода после биологической очистки 
связано с длительным нахождением сточных вод 
в пруду (8 суток) и, как следствие, с расходова-
нием кислорода на биохимическое окисление 
органических веществ. Кроме того, отбор проб 
после очистки происходит в переливной трубе, 
где вода не взаимодействует с атмосферным 
воздухом, в связи с чем концентрация раство-
ренного кислорода также снижается.

Эффективность очистки воды от азотсо-
держащих органических соединений в пруду 
с Phragmites australis и Typha составляет в сред-
нем 52 и 50% соответственно.

Распространение азоттрансформирующих 
бактерий в пруду. В результате сравнительного 
анализа численности бактерий в разных точках 
отбора образцов выявлено их снижение вдоль 

или по длине искусственного водоема. Это можно 
объяснить убылью содержания загрязняющих 
веществ в сточной воде по направлению потока 
от начала и до конца системы. Полученный нами 
результат соответствует данным, представленным 
в публикациях [14, 15] по изучению разнообразия 
бактерий, находящихся в искусственном водоеме 
с растениями семейства Canna indica.

В искусственных водоемах с использованием 
высших растений, корневая система которых 
расположена в поверхностном слое, численность 
микроорганизмов выше (т. к. микроорганизмы 
иммобилизованы на корнях), чем в нижних слоях 
пруда (табл. 2).

Таблица 2. Численность бактерий в разных точках 
отбора образцов (КОЕ/мл)
Table 2. Number of bacteria at different sampling  
points (cfu/ml)

Место 
сбора 

образцов

Верхний слой Донный слой
Phragmites 

australis
Typha Phragmites 

australis
Typha

Начало 
пруда 2,6 x 109 2,5 x 109 1,8 x 109 2,1 x 109

Середина 
пруда 2,7 x 109 2,3 x 109 1,7 x 109 1,6 x 109

Конец 
пруда 1,9 x109 1,6 x 109 1,0 x109 1,1 x 109

В результате культивирования на среде Ви-
ноградского выделили 7 и 6 штаммов аммоний-
окисляющих бактерий в пробах, отобранных 
в пруду с Phragmites australis и Typha соот-
ветственно (табл. 3). Видно, что больше всего 
штаммов бактерий было идентифицировано 
в образцах, отобранных в поверхностном слое 
пруда, в том время как в образце из донного 
слоя пруда с Phragmites australis был иденти-
фицирован только один штамм бактерий. Дан-
ные факты могут быть объяснены тем, что в си-
стемах очистки сточных вод с горизонтальным 
потоком жидкости кислород поступает к кор-
невой системе растений и концентрация рас-
творенного кислорода в поверхностном слое 
выше, чем в донном слое, что обусловливает 
размножение аммонийокисляющих аэробных 
бактерий.

Выделенные штаммы бактерий в обоих прудах 
имеют сходную морфологию колоний и клеток. 

Таблица 1. Показатели сточных вод до и после очистки
Table 1. Indicators of wastewater before and after treatment

Показатели
Вход Выход  

(после биологической очистки)
Phragmites australis Typha Phragmites australis Typha

pH 6,8–7,1 6,7–7,4 7,0–7,3 7,0–7,4
Растворенный кислород, мг/л 2,3–3,6 2,9–3,9 1,8–2,5 1,7–2,5
N, мг/л 218–347 223–352 118–149 116–154
NH4

+, мг/л 95–138 92–126 64–97 60–95
NO3

–, мг/л 74–98 56–93 9,5–22,2 8,2–24,3
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Авторы статьей [8, 16, 17] считают, что разноо-
бразие микроорганизмов отличается в зависи-
мости от источника сточных вод, почвы и сезона 
отбора проб.

При культивировании денитрифицирующих 
бактерий на среде Гильтея выделили 34 изолята, 
в том числе 14 изолятов в пруду с Phragmites 
australis и 19 изолятов в пруду с Typha (табл. 4). 
Важно отметить, что денитрифицирующие бакте-
рии доминировали в донном слое, а не в поверх-
ностном слое, как аммонийокисляющие бактерии. 
Это согласуется с литературными данными о том, 
что денитрифицирующие бактерии представлены 
микроаэрофильными и факультативно анаэроб-
ными формами и обитают в анаэробной среде 
или среде без доступа кислорода.

Для идентификации изолированных микро-
организмов было отобрано 5 изолятов бактерий 
(2 штамма аммонийокисляющих бактерий и 3 
штамма денитрифицирующих бактерий). При 
сравнении последовательности с идентифика-
ционной базой данных GenBank изолят AOB2 
имеет 99%-е сходство со штаммом Pantoea 
agglomerans NPKC1226, AOB3 – со штаммом 
Enterobacter cloacae RCB980, NT3 – со штам-
мом Bacillus cereus GT48, NT6 – с Bacillus cereus, 
а NT11 – с Enterobacter kobei NPKC1244. Морфо-

логия колоний и клеток представлена в табл. 5.
В результате идентификации выявили 2 

штамма бактерии (AOB2, AOB3), которые отно-
сятся к гетеротрофным бактериям и участвуют 
в аммонийокисляющих процессах. Традиционно 
в энергодающих процессах окисления аммония 
(нитрификации) участвуют автотрофные микро-
организмы, однако в некоторых публикациях 
показано, что гетеротрофные бактерии также 
могут участвовать в данном процессе [18, 19].

Таким образом, штаммы бактерий, выделен-
ные в данной работе, относятся к виду Bacillus, 
Enterobacter и Pantoea, что согласуется с резуль-
татами других авторов, изучавших микробиоту 
кишечника свиньи [20–22]. Это отчасти объясняет 
зависимость разнообразия микробных сообществ 
от источника сточных вод в почвенно-болотной 
системе для очистки сточных вод животновод-
ческих ферм.

Определение способности превращения ам-
миака выделенными штаммами бактерий. Эф-
фективность превращения аммиака оценивали 
в ходе культивирования бактерий на жидкой сре-
де Виноградского с добавлением ацетата натрия 
в качестве источника органического углерода. По-
сле внесения инокулята с численностью бактерий  
1х108 КОЕ/мл в питательную среду наблюдали 

Таблица 3. Распространение аммонийокисляющих бактерий по глубине биологического пруда 
Table 3. Distribution of ammonium-oxidizing bacteria along the depth of the biological pond

Место сбора образцов
Количество штаммов 
аммонийокисляющих 

бактерий (АОB)

Наименование 
штамма (изолята)  

Пруд с Phragmites australis
Поверхностный слой 6 AOB1, AOB2, AOB3, 

AOB4D, AOB5, AOB6

Донный слой 1 AOB4N

Пруд с Typha
Поверхностный слой 6 AOB1, AOB2, AOB3, 

AOB4D, AOB5, AOB6

Донный слой 0 –

Таблица 4. Распространение денитрифицирующих бактерий по глубине пруда
Table 4. Distribution of denitrifying bacteria along the depth of the pond

Место сбора образцов
Количество штаммов 
денитрифицирующих 

бактерий

Наименование 
штамма (изолята)

Пруд с Phragmites australis

Поверхностный слой 4 NT1, NT5, Nx, N7

Донный слой 11
NT1, NT2, NT3, NT6, 

NT11, NT12, N1a, N1b, 
N8a, Nx, N7

Пруд с Typha

Поверхностный слой 5 NT1, NT5, NT8, CC4, 
N8c

Донный слой 14

NT1, NT2, NT3, NT6, 
NT11, NT12,N1a, N1b, 
N8a, N8b, N8c, CC4, 

Nx, N7
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изменение концентрации аммиака через 2 и 4 
суток (рис. 2).

Штамм AOB3 через 4 суток способен к превра-
щению до 56% аммиака, добавленного в культу-
ральную среду; через 2 суток эффективность пре-
вращения достигала 30%. В то же время бактерии 
штамма AOB2 потребляли 20 и 36% аммиака через 
2 и 4 суток соответственно. Оставшиеся 4 штамма 
превращали до 13 % аммиака на 2-е сутки. Можно 
отметить, что штаммы бактерий, которые обладают 
способностью потреблять аммиак, были выделены 
с верхнего слоя искусственного водоема.

Оценка эффективности денитрификации вы-
деленными бактериями. Эксперимент проводили 
со штаммами NT2, NT3, NT6, NT11 путем опреде-
ления содержания нитрата и численности бактерий 
через 24, 48 и 72 ч.

В ходе культивирования бактерий в среде Гиль-
тея через 24 ч наблюдалось увеличение числен-
ности бактерий и снижение содержания нитрата 
в культуральной среде с 20 до 10 мг/л. Увеличе-
ние численности бактерий продолжалось до 36 ч,  
соответствующих времени наступления стацио-
нарной фазы роста; после 48 ч культивирования 
наблюдалось уменьшение численности бактерий 
в фазе отмирания. После 24 ч культивирования 
было отмечено постепенное снижение концен-
трации нитратов с достижением их минимального 
содержания через 72 ч (рис. 3).

Несмотря на то, что штаммы бактерий (способ-
ные с высокой эффективностью превращать нитрат 

в молекулярный азот) преимущественно обитают 
в условиях лимита по кислороду, и в слое с аэра-
цией также были выделены денитрифицирующие 
бактерии. Полученный результат согласуется с дан-
ными других авторов [23], которые показали, что 
некоторые штаммы денитрифицирующих бактерий 
могут развиваться и превращать нитраты в азот 
в микроаэрофильных условиях.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Показано, что искусственный водоем с выс-

шими водными растениями обладает разноо-
бразной микробиотой, состав которой сильно 
зависит от источника сточных вод и не зависит 
от видов посаженных растений. Распределение 
и численность микроорганизмов, участвующих 
в процессах превращения азота, соответствуют 
условиям окружающей среды, а также выбран-
ной конструкции почвенно-болотной системы 
с горизонтальным потоком. В результате лабо-
раторных экспериментов показано, что штаммы 
бактерий, выделенных из искусственного во-
доема, обладают высокой способностью к де-
нитрификации. Наибольшая эффективность 
трансформации аммиака (до 56%) показана 
для бактерий Enterobacter cloacae, выделен-
ных из поверхностного слоя пруда. Полученные 
нами результаты подтверждают роль бактерий 
в очистке азотосодержащих примесей воды в ги-
дроботанической системе.

Таким образом, микробиота денитрифициру-
ющих бактерий является важным компонентом 
и эффективно участвует в процессе превращений 
соединений азота в искусственном водоеме с го-
ризонтальным потоком жидкости.
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Таким образом, штаммы бактерий, выделенные в данной работе, относятся к виду Bacillus, 
Enterobacter и Pantoea, что согласуется с результатами других авторов, изучавших микробиоту 
кишечника свиньи [20–22]. Это отчасти объясняет зависимость разнообразия микробных сообществ 
от источника сточных вод в почвенно-болотной системе для очистки сточных вод животноводческих 
ферм. 

Определение способности превращения аммиака выделенными штаммами бактерий. 
Эффективность превращения аммиака оценивали в ходе культивирования бактерий на жидкой среде 
Виноградского с добавлением ацетата натрия в качестве источника органического углерода. После 
внесения инокулята с численностью бактерий 1х108 КОЕ/мл в питательную среду наблюдали 
изменение концентрации аммиака через 2 и 4 суток (рис. 2).  
 

 
Рис. 2. Эффективность превращения аммиака выделенными бактериями 

Fig. 2. Efficiency of ammonia conversion by isolated bacteria 
 

Штамм AOB3 через 4 суток способен к превращению до 56% аммиака, добавленного в 
культуральную среду; через 2 суток эффективность превращения достигала 30%. В то же время 
бактерии штамма AOB2 потребляли 20 и 36% аммиака через 2 и 4 суток соответственно. Оставшиеся 
4 штамма превращали до 13% аммиака на 2-е сутки. Можно отметить, что штаммы бактерий, которые 
обладают способностью потреблять аммиак, были выделены с верхнего слоя искусственного 
водоема.  

Оценка эффективности денитрификации выделенными бактериями. Эксперимент 
проводили со штаммами NT2, NT3, NT6, NT11 путем определения содержания нитрата и численности 
бактерий через 24, 48 и 72 ч.  

В ходе культивирования бактерий в среде Гильтея через 24 ч наблюдалось увеличение 
численности бактерий и снижение содержания нитрата в культуральной среде с 20 до 10 мг/л. 
Увеличение численности бактерий продолжалось до 36 ч, соответствующих времени наступления 
стационарной фазы роста; после 48 ч культивирования наблюдалось уменьшение численности 
бактерий в фазе отмирания. После 24 ч культивирования было отмечено постепенное снижение 
концентрации нитратов с достижением их минимального содержания через 72 ч (рис. 3).  

 

0

10

20

30

40

50

60

AOB1 AOB2 AOB3 AOB4D AOB5 AOB6

Э
ф

ф
ек

ти
вн

ос
ть

 п
ре

вр
ащ

ен
ия

 
ам

м
иа

ка
,%

 

через 2 суток через 4 суток

 
 

Таким образом, штаммы бактерий, выделенные в данной работе, относятся к виду Bacillus, 
Enterobacter и Pantoea, что согласуется с результатами других авторов, изучавших микробиоту 
кишечника свиньи [20–22]. Это отчасти объясняет зависимость разнообразия микробных сообществ 
от источника сточных вод в почвенно-болотной системе для очистки сточных вод животноводческих 
ферм. 

Определение способности превращения аммиака выделенными штаммами бактерий. 
Эффективность превращения аммиака оценивали в ходе культивирования бактерий на жидкой среде 
Виноградского с добавлением ацетата натрия в качестве источника органического углерода. После 
внесения инокулята с численностью бактерий 1х108 КОЕ/мл в питательную среду наблюдали 
изменение концентрации аммиака через 2 и 4 суток (рис. 2).  
 

 
Рис. 2. Эффективность превращения аммиака выделенными бактериями 

Fig. 2. Efficiency of ammonia conversion by isolated bacteria 
 

Штамм AOB3 через 4 суток способен к превращению до 56% аммиака, добавленного в 
культуральную среду; через 2 суток эффективность превращения достигала 30%. В то же время 
бактерии штамма AOB2 потребляли 20 и 36% аммиака через 2 и 4 суток соответственно. Оставшиеся 
4 штамма превращали до 13% аммиака на 2-е сутки. Можно отметить, что штаммы бактерий, которые 
обладают способностью потреблять аммиак, были выделены с верхнего слоя искусственного 
водоема.  

Оценка эффективности денитрификации выделенными бактериями. Эксперимент 
проводили со штаммами NT2, NT3, NT6, NT11 путем определения содержания нитрата и численности 
бактерий через 24, 48 и 72 ч.  

В ходе культивирования бактерий в среде Гильтея через 24 ч наблюдалось увеличение 
численности бактерий и снижение содержания нитрата в культуральной среде с 20 до 10 мг/л. 
Увеличение численности бактерий продолжалось до 36 ч, соответствующих времени наступления 
стационарной фазы роста; после 48 ч культивирования наблюдалось уменьшение численности 
бактерий в фазе отмирания. После 24 ч культивирования было отмечено постепенное снижение 
концентрации нитратов с достижением их минимального содержания через 72 ч (рис. 3).  

 

0

10

20

30

40

50

60

AOB1 AOB2 AOB3 AOB4D AOB5 AOB6

Э
ф

ф
ек

ти
вн

ос
ть

 п
ре

вр
ащ

ен
ия

 
ам

м
иа

ка
,%

 

через 2 суток через 4 суток

 
 

Таким образом, штаммы бактерий, выделенные в данной работе, относятся к виду Bacillus, 
Enterobacter и Pantoea, что согласуется с результатами других авторов, изучавших микробиоту 
кишечника свиньи [20–22]. Это отчасти объясняет зависимость разнообразия микробных сообществ 
от источника сточных вод в почвенно-болотной системе для очистки сточных вод животноводческих 
ферм. 

Определение способности превращения аммиака выделенными штаммами бактерий. 
Эффективность превращения аммиака оценивали в ходе культивирования бактерий на жидкой среде 
Виноградского с добавлением ацетата натрия в качестве источника органического углерода. После 
внесения инокулята с численностью бактерий 1х108 КОЕ/мл в питательную среду наблюдали 
изменение концентрации аммиака через 2 и 4 суток (рис. 2).  
 

 
Рис. 2. Эффективность превращения аммиака выделенными бактериями 

Fig. 2. Efficiency of ammonia conversion by isolated bacteria 
 

Штамм AOB3 через 4 суток способен к превращению до 56% аммиака, добавленного в 
культуральную среду; через 2 суток эффективность превращения достигала 30%. В то же время 
бактерии штамма AOB2 потребляли 20 и 36% аммиака через 2 и 4 суток соответственно. Оставшиеся 
4 штамма превращали до 13% аммиака на 2-е сутки. Можно отметить, что штаммы бактерий, которые 
обладают способностью потреблять аммиак, были выделены с верхнего слоя искусственного 
водоема.  

Оценка эффективности денитрификации выделенными бактериями. Эксперимент 
проводили со штаммами NT2, NT3, NT6, NT11 путем определения содержания нитрата и численности 
бактерий через 24, 48 и 72 ч.  

В ходе культивирования бактерий в среде Гильтея через 24 ч наблюдалось увеличение 
численности бактерий и снижение содержания нитрата в культуральной среде с 20 до 10 мг/л. 
Увеличение численности бактерий продолжалось до 36 ч, соответствующих времени наступления 
стационарной фазы роста; после 48 ч культивирования наблюдалось уменьшение численности 
бактерий в фазе отмирания. После 24 ч культивирования было отмечено постепенное снижение 
концентрации нитратов с достижением их минимального содержания через 72 ч (рис. 3).  

 

0

10

20

30

40

50

60

AOB1 AOB2 AOB3 AOB4D AOB5 AOB6

Э
ф

ф
ек

ти
вн

ос
ть

 п
ре

вр
ащ

ен
ия

 
ам

м
иа

ка
,%

 

через 2 суток через 4 суток

 
 

Таким образом, штаммы бактерий, выделенные в данной работе, относятся к виду Bacillus, 
Enterobacter и Pantoea, что согласуется с результатами других авторов, изучавших микробиоту 
кишечника свиньи [20–22]. Это отчасти объясняет зависимость разнообразия микробных сообществ 
от источника сточных вод в почвенно-болотной системе для очистки сточных вод животноводческих 
ферм. 

Определение способности превращения аммиака выделенными штаммами бактерий. 
Эффективность превращения аммиака оценивали в ходе культивирования бактерий на жидкой среде 
Виноградского с добавлением ацетата натрия в качестве источника органического углерода. После 
внесения инокулята с численностью бактерий 1х108 КОЕ/мл в питательную среду наблюдали 
изменение концентрации аммиака через 2 и 4 суток (рис. 2).  
 

 
Рис. 2. Эффективность превращения аммиака выделенными бактериями 

Fig. 2. Efficiency of ammonia conversion by isolated bacteria 
 

Штамм AOB3 через 4 суток способен к превращению до 56% аммиака, добавленного в 
культуральную среду; через 2 суток эффективность превращения достигала 30%. В то же время 
бактерии штамма AOB2 потребляли 20 и 36% аммиака через 2 и 4 суток соответственно. Оставшиеся 
4 штамма превращали до 13% аммиака на 2-е сутки. Можно отметить, что штаммы бактерий, которые 
обладают способностью потреблять аммиак, были выделены с верхнего слоя искусственного 
водоема.  

Оценка эффективности денитрификации выделенными бактериями. Эксперимент 
проводили со штаммами NT2, NT3, NT6, NT11 путем определения содержания нитрата и численности 
бактерий через 24, 48 и 72 ч.  

В ходе культивирования бактерий в среде Гильтея через 24 ч наблюдалось увеличение 
численности бактерий и снижение содержания нитрата в культуральной среде с 20 до 10 мг/л. 
Увеличение численности бактерий продолжалось до 36 ч, соответствующих времени наступления 
стационарной фазы роста; после 48 ч культивирования наблюдалось уменьшение численности 
бактерий в фазе отмирания. После 24 ч культивирования было отмечено постепенное снижение 
концентрации нитратов с достижением их минимального содержания через 72 ч (рис. 3).  

 

0

10

20

30

40

50

60

AOB1 AOB2 AOB3 AOB4D AOB5 AOB6

Э
ф

ф
ек

ти
вн

ос
ть

 п
ре

вр
ащ

ен
ия

 
ам

м
иа

ка
,%

 

через 2 суток через 4 суток

 
 

Таким образом, штаммы бактерий, выделенные в данной работе, относятся к виду Bacillus, 
Enterobacter и Pantoea, что согласуется с результатами других авторов, изучавших микробиоту 
кишечника свиньи [20–22]. Это отчасти объясняет зависимость разнообразия микробных сообществ 
от источника сточных вод в почвенно-болотной системе для очистки сточных вод животноводческих 
ферм. 

Определение способности превращения аммиака выделенными штаммами бактерий. 
Эффективность превращения аммиака оценивали в ходе культивирования бактерий на жидкой среде 
Виноградского с добавлением ацетата натрия в качестве источника органического углерода. После 
внесения инокулята с численностью бактерий 1х108 КОЕ/мл в питательную среду наблюдали 
изменение концентрации аммиака через 2 и 4 суток (рис. 2).  
 

 
Рис. 2. Эффективность превращения аммиака выделенными бактериями 

Fig. 2. Efficiency of ammonia conversion by isolated bacteria 
 

Штамм AOB3 через 4 суток способен к превращению до 56% аммиака, добавленного в 
культуральную среду; через 2 суток эффективность превращения достигала 30%. В то же время 
бактерии штамма AOB2 потребляли 20 и 36% аммиака через 2 и 4 суток соответственно. Оставшиеся 
4 штамма превращали до 13% аммиака на 2-е сутки. Можно отметить, что штаммы бактерий, которые 
обладают способностью потреблять аммиак, были выделены с верхнего слоя искусственного 
водоема.  

Оценка эффективности денитрификации выделенными бактериями. Эксперимент 
проводили со штаммами NT2, NT3, NT6, NT11 путем определения содержания нитрата и численности 
бактерий через 24, 48 и 72 ч.  

В ходе культивирования бактерий в среде Гильтея через 24 ч наблюдалось увеличение 
численности бактерий и снижение содержания нитрата в культуральной среде с 20 до 10 мг/л. 
Увеличение численности бактерий продолжалось до 36 ч, соответствующих времени наступления 
стационарной фазы роста; после 48 ч культивирования наблюдалось уменьшение численности 
бактерий в фазе отмирания. После 24 ч культивирования было отмечено постепенное снижение 
концентрации нитратов с достижением их минимального содержания через 72 ч (рис. 3).  

 

0

10

20

30

40

50

60

AOB1 AOB2 AOB3 AOB4D AOB5 AOB6

Э
ф

ф
ек

ти
вн

ос
ть

 п
ре

вр
ащ

ен
ия

 
ам

м
иа

ка
,%

 

через 2 суток через 4 суток

 
 

Таким образом, штаммы бактерий, выделенные в данной работе, относятся к виду Bacillus, 
Enterobacter и Pantoea, что согласуется с результатами других авторов, изучавших микробиоту 
кишечника свиньи [20–22]. Это отчасти объясняет зависимость разнообразия микробных сообществ 
от источника сточных вод в почвенно-болотной системе для очистки сточных вод животноводческих 
ферм. 

Определение способности превращения аммиака выделенными штаммами бактерий. 
Эффективность превращения аммиака оценивали в ходе культивирования бактерий на жидкой среде 
Виноградского с добавлением ацетата натрия в качестве источника органического углерода. После 
внесения инокулята с численностью бактерий 1х108 КОЕ/мл в питательную среду наблюдали 
изменение концентрации аммиака через 2 и 4 суток (рис. 2).  
 

 
Рис. 2. Эффективность превращения аммиака выделенными бактериями 

Fig. 2. Efficiency of ammonia conversion by isolated bacteria 
 

Штамм AOB3 через 4 суток способен к превращению до 56% аммиака, добавленного в 
культуральную среду; через 2 суток эффективность превращения достигала 30%. В то же время 
бактерии штамма AOB2 потребляли 20 и 36% аммиака через 2 и 4 суток соответственно. Оставшиеся 
4 штамма превращали до 13% аммиака на 2-е сутки. Можно отметить, что штаммы бактерий, которые 
обладают способностью потреблять аммиак, были выделены с верхнего слоя искусственного 
водоема.  

Оценка эффективности денитрификации выделенными бактериями. Эксперимент 
проводили со штаммами NT2, NT3, NT6, NT11 путем определения содержания нитрата и численности 
бактерий через 24, 48 и 72 ч.  

В ходе культивирования бактерий в среде Гильтея через 24 ч наблюдалось увеличение 
численности бактерий и снижение содержания нитрата в культуральной среде с 20 до 10 мг/л. 
Увеличение численности бактерий продолжалось до 36 ч, соответствующих времени наступления 
стационарной фазы роста; после 48 ч культивирования наблюдалось уменьшение численности 
бактерий в фазе отмирания. После 24 ч культивирования было отмечено постепенное снижение 
концентрации нитратов с достижением их минимального содержания через 72 ч (рис. 3).  

 

0

10

20

30

40

50

60

AOB1 AOB2 AOB3 AOB4D AOB5 AOB6

Э
ф

ф
ек

ти
вн

ос
ть

 п
ре

вр
ащ

ен
ия

 
ам

м
иа

ка
,%

 

через 2 суток через 4 суток

 
 

Таким образом, штаммы бактерий, выделенные в данной работе, относятся к виду Bacillus, 
Enterobacter и Pantoea, что согласуется с результатами других авторов, изучавших микробиоту 
кишечника свиньи [20–22]. Это отчасти объясняет зависимость разнообразия микробных сообществ 
от источника сточных вод в почвенно-болотной системе для очистки сточных вод животноводческих 
ферм. 

Определение способности превращения аммиака выделенными штаммами бактерий. 
Эффективность превращения аммиака оценивали в ходе культивирования бактерий на жидкой среде 
Виноградского с добавлением ацетата натрия в качестве источника органического углерода. После 
внесения инокулята с численностью бактерий 1х108 КОЕ/мл в питательную среду наблюдали 
изменение концентрации аммиака через 2 и 4 суток (рис. 2).  
 

 
Рис. 2. Эффективность превращения аммиака выделенными бактериями 

Fig. 2. Efficiency of ammonia conversion by isolated bacteria 
 

Штамм AOB3 через 4 суток способен к превращению до 56% аммиака, добавленного в 
культуральную среду; через 2 суток эффективность превращения достигала 30%. В то же время 
бактерии штамма AOB2 потребляли 20 и 36% аммиака через 2 и 4 суток соответственно. Оставшиеся 
4 штамма превращали до 13% аммиака на 2-е сутки. Можно отметить, что штаммы бактерий, которые 
обладают способностью потреблять аммиак, были выделены с верхнего слоя искусственного 
водоема.  

Оценка эффективности денитрификации выделенными бактериями. Эксперимент 
проводили со штаммами NT2, NT3, NT6, NT11 путем определения содержания нитрата и численности 
бактерий через 24, 48 и 72 ч.  

В ходе культивирования бактерий в среде Гильтея через 24 ч наблюдалось увеличение 
численности бактерий и снижение содержания нитрата в культуральной среде с 20 до 10 мг/л. 
Увеличение численности бактерий продолжалось до 36 ч, соответствующих времени наступления 
стационарной фазы роста; после 48 ч культивирования наблюдалось уменьшение численности 
бактерий в фазе отмирания. После 24 ч культивирования было отмечено постепенное снижение 
концентрации нитратов с достижением их минимального содержания через 72 ч (рис. 3).  

 

0

10

20

30

40

50

60

AOB1 AOB2 AOB3 AOB4D AOB5 AOB6

Э
ф

ф
ек

ти
вн

ос
ть

 п
ре

вр
ащ

ен
ия

 
ам

м
иа

ка
,%

 

через 2 суток через 4 суток

 
 

Таким образом, штаммы бактерий, выделенные в данной работе, относятся к виду Bacillus, 
Enterobacter и Pantoea, что согласуется с результатами других авторов, изучавших микробиоту 
кишечника свиньи [20–22]. Это отчасти объясняет зависимость разнообразия микробных сообществ 
от источника сточных вод в почвенно-болотной системе для очистки сточных вод животноводческих 
ферм. 

Определение способности превращения аммиака выделенными штаммами бактерий. 
Эффективность превращения аммиака оценивали в ходе культивирования бактерий на жидкой среде 
Виноградского с добавлением ацетата натрия в качестве источника органического углерода. После 
внесения инокулята с численностью бактерий 1х108 КОЕ/мл в питательную среду наблюдали 
изменение концентрации аммиака через 2 и 4 суток (рис. 2).  
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Несмотря на то, что штаммы бактерий (способные с высокой эффективностью превращать 

нитрат в молекулярный азот) преимущественно обитают в условиях лимита по кислороду, и в слое с 
аэрацией также были выделены денитрифицирующие бактерии. Полученный результат согласуется с 
данными других авторов [23], которые показали, что некоторые штаммы денитрифицирующих 
бактерий могут развиваться и превращать нитраты в азот в микроаэрофильных условиях. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ  

Показано, что искусственный водоем с высшими водными растениями обладает разнообразной 
микробиотой, состав которой сильно зависит от источника сточных вод и не зависит от видов 
посаженных растений. Распределение и численность микроорганизмов, участвующих в процессах 
превращения азота, соответствуют условиям окружающей среды, а также выбранной конструкции 
почвенно-болотной системы с горизонтальным потоком. В результате лабораторных экспериментов 
показано, что штаммы бактерий, выделенных из искусственного водоема, обладают высокой 
способностью к денитрификации. Наибольшая эффективность трансформации аммиака (до 56%) 
показана для бактерий Enterobacter cloacae, выделенных из поверхностного слоя пруда. Полученные 
нами результаты подтверждают роль бактерий в очистке азотосодержащих примесей воды в 
гидроботанической системе.  

Таким образом, микробиота денитрифицирующих бактерий является важным компонентом и 
эффективно участвует в процессе превращений соединений азота в искусственном водоеме с 
горизонтальным потоком жидкости. 
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Биоинформатический метод определения 
однонуклеотидных полиморфизмов на примере гена  

WIN у Glycine max
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Аннотация. В данной работе предлагается гипотетический метод поиска SNPs (однонуклеотид-
ных полиморфизмов) на примере гена рибонуклеазы WIN. Рибонуклеаза – фермент, который уча-
ствует в реакциях защиты против грибковых инфекций у сои, а также в других реакциях по защите 
от биотического стресса. Принадлежность к группе РНК-аз обусловливает ее специфические свой-
ства, а именно способность к деградации чужеродных нуклеиновых кислот. Данная способность 
позволяет индуцировать общий неспецифический иммунный ответ растения на вторжение анти-
генных структур. В современной биотехнологии стоит задача разработки молекулярных методов 
и подходов, которые позволят увеличить резистентные свойства культуры или ускорить процес-
сы ее адаптации в полевых условиях. Ключом к решению этой задачи может служить использова-
ние технологий искусственного индуцирования однонуклеотидных полиморфизмов в тех участках 
генома, которые кодируют белки, способные принимать участие в защитных реакциях против био-
тического стресса. В ходе проведенного исследования нам удалось предположить 5 однонуклеотид-
ных полиморфизмов с использованием методов биоинформационного анализа в рамках описываемой 
нами методики. Локализация и детекция SNPs является сложной задачей ввиду наличия изменения 
одного нуклеотида. Поэтому в практике биотехнологов имеется задача проведения предиктивного 
анализа с целью локализации потенциальной последовательности нахождения однонуклеотидного 
полиморфизма. После выяснения гипотетического расположения SNPs появляется возможность 
дальнейшего их детектирования с использованием сложных молекулярных методов, таких как ПЦР 
в реальном времени или локальное секвенирование. Данная технология даст возможность исследо-
вателям получить мощный инструмент для проведения селекционных работ с целью выведения со-
ртов сои с заранее заданными свойствами. Подобные теоретические и предсказательные модели 
позволят более оперативно реагировать на изменяющуюся обстановку в условиях антропогенной 
и техногенной нагрузки на экологическую растительную среду.

Ключевые слова: WIN, Glycine max, SNPs-маркеры, in silico, селекция, биоинформатика
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Bioinformatic method for determining single nucleotide 
polymorphisms on the example of gene WIN in Glycine max 
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All-Russian Research Institute of soybean, Blagoveshchensk, Russian Federation
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Abstract. In this paper, a hypothetical method for locating SNPs (single nucleotide polymorphisms) on the 
example of the ribonuclease gene WIN was proposed. Ribonuclease comprises an enzyme that participates 
in defence reactions against fungal infections in soybeans, as well as other protective responses to biotic 
stress. Its belonging to the RNA-ases group determines the specific properties, namely the ability to degrade 
foreign nucleic acids. This ability provides for a general nonspecific immune response of the plant to the 
invasion of antigenic structures. Modern biotechnology calls for the development of molecular methods and 
approaches that will increase the resistance of a culture or accelerate the processes of its adaptation in 
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ВВЕДЕНИЕ
SNPs (однонуклеотидный полиморфизм) – это 

отличия последовательности ДНК размером в один 
нуклеотид (A, T, G или C) в геноме (или в другой 
сравниваемой последовательности) представителей 
одного вида или между гомологичными участками 
гомологичных хромосом [1]. Замены нуклеотидов 
в гене бывают 2-х типов: синонимичные, когда за-
мена одного нуклеотида в триплете не ведет к изме-
нению аминокислоты в пептиде, и несинонимичные, 
когда изменение происходит.

Стоит отметить, что причины и механизмы, веду-
щие к появлению однонуклеотидных полиморфиз-
мов, такие же, как у мутаций. К ним можно отнести 
мутации nonsense/missense. Missense-мутацией 
называют такую мутацию, в которой происходит 
замена нуклеотида, приводящая к замене амино-
кислоты в полипептиде [2]. В свою очередь, одно-
нуклеотидная замена в nonsense-мутации приводит 
к образованию стоп-кодона. Номенклатурное разли-
чие крайне условно и формально, так, некоторые 
исследователи относят замену нуклеотида в гене 
к SNPs при условии, что данная замена встречается 
у более чем 1% от общей популяции [3].

Интерес к однонуклеотидным полиморфизмам 
у селекционеров и генетиков вызван тем, что их 
детекция и выявление свойств позволяет ускорить 
процесс создания новых сортов сои с заранее за-
данными свойствами, строить генетические карты, 
выявлять взаимосвязь фенотипа с генотипом [3, 4]. 
Внесение полиморфизмов в геном даст возмож-
ность повысить резистентность сортов сои к разно-
образным биотическим или абиотическим стрессам. 
Также SNPs позволит задать нужные биохимические 
качества, например, повышенное содержание белка 
или липидов [5]. SNPs могут встречаться на про-
тяжении всего генома как в его кодирующей, так 
и некодирующей частях. В некодирующей части 
наибольший интерес представляют так называемые 
QTL и SSR-маркеры, однако предсказание лока-

лизации их SNPs – более сложная и комплексная 
задача [6]. 

Современные методики белковой инженерии 
позволяют не проводить долгий мониторинг возмож-
ных нуклеотидных полиморфизмов и отбор нужных 
вариантов, после чего осуществляется гибриди-
зация с целью закрепления полезных SNPs [7, 8]. 
С использованием биоинформатического анализа 
перед исследователями в области биотехнологии 
открываются возможности искусственной индукции 
подобных полиморфизмов с заранее заданными 
и известными свойствами. В литературе уже име-
ются описания применения подобных подходов 
в лабораторной практике [9]. Однако перед индук-
цией новых полиморфизмов требуется составление 
списка потенциальных кандидатов. Биоинфор-
матика предоставляет широкий инструментарий 
для решения предсказательных задач в области 
прикладной генетики.

Целью данного исследования являлась раз-
работка методологии предсказания локализации 
однонуклеотидных полиморфизмов в белок коди-
рующем гене in silico на основании информации 
об интересующем полипептиде.

В данной работе в качестве примерной модели 
предсказания был взят ген сои WIN, который со-
гласно приведенным сведениям из базы данных 
Европейского института биоинформатики явля-
ется фактором неспецифической резистентности 
к бактериальным или грибковым инфекциям1,2 [10]. 
Данное свойство может объясняться тем, что этот 
ген кодирует фермент рибонуклеазу, относящуюся 
к семейству РНК-аз, т. е. участвует в процессах 
деградации и распада нуклеиновых кислот в нор-
мальном метаболизме самой клетки, а в случае 
инфекционных патологий выступает как часть не-
специфического иммунного ответа. 

Поиск информации из баз данных NCBI и 
Ensembl показал, что в данный момент не было 
обнаружено ни одного однонуклеотидного полимор-

the field. This problem can be solved by using technologies of SNP artificial induction in those parts of the 
genome that encode proteins capable of acting in protective reactions against biotic stress. In the study, 
5 single-nucleotide polymorphisms were proposed using bioinformatic analysis. Since the localisation and 
detection of SNPs comprise a challenging task due to the presence of a single nucleotide change, in the 
biotechnological practice, predictive analysis is carried out in order to localise the potential sequence of 
occurring single-nucleotide polymorphism. Following the identification of the hypothetical SNP location, they 
can be further detected using complex molecular methods, such as real-time PCR or local sequencing. This 
technology can become a powerful tool for breeding soybean varieties having predetermined properties. 
Such theoretical and predictive models will allow for a quicker response to the dynamic environment under 
manmade load on plants.

Keywords: WIN, Glycine max, SNPs markers, in silico, selection, bioinformatics

For citation: Timkin P. D., Penzin A. A. Bioinformatic method for determining single nucleotide polymorphisms 
on the example of gene WIN in Glycine max. Izvestiya Vuzov. Prikladnaya Khimiya i Biotekhnologiya = 
Proceedings of Universities. Applied Chemistry and Biotechnology. 2022;12(4):599-604. (In Russian). https://
doi.org/10.21285/2227-2925-2022-12-4-599-604.

1Database for annotations of proteins by EMBL’s EBI // European Molecular Biology Laboratory European Bioinformatics 
Institute [Электронный ресурс]. URL: https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0042742 (02.12.2022).
2Database for annotations of proteins by EMBL’s EBI // European Molecular Biology Laboratory European Bioinformatics 
Institute [Электронный ресурс]. URL: https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0050832 (02.12.2022).
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физма для гена WIN у Glycine max3,4. Отсутствие 
информации об SNPs увеличивает спрос на поиск 
и локализацию этих маркеров для данного гена.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Исследования проводились на базе лабора-

тории биотехнологии Всероссийского научно-ис-
следовательского института сои. Информация 
об исследуемых белках была взята из открытой 
базы Uniprot 5. С целью выявления полиморфизмов 
(WIN) был проведен ряд действий, согласно раз-
работанной методике (рис. 1). С использованием 
алгоритма BLAST при заданном родстве в 35–99% 
были найдены белки с максимально схожей после-
довательностью. На основании степени родства 
и наличия аннотаций в базе данных Европейского 
института биоинформатики (EMBL)6 был подобран 
максимально гомологичный белок. Затем было 
проведено выравнивание аминокислотных после 
довательностей, найдены консервативные участки. 
На заключительном этапе работы среди ранее най-
денных участков были отобраны те, что являются 
полиморфными.

Отбор участков первичной структуры белка, 
несущих в себе информацию о возможном однону-

клеотидном полиморфизме в первичной структуре 
ДНК, производился вручную. Поиск осуществлялся 
среди всех найденных в процессе выравнивания 
консервативных участков полипептидов.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Во время идентификации целевой последова-

тельности по базе Uniprot5 была взята полипептид-
ная последовательность, кодируемая геном WIN, 
имеющая индекс по базе Q022437. Данный фер-
мент представляет собой короткую полипептидную 
цепь длиной в 102 аминокислоты и имеет молеку-
лярную массу 11.124 kDA. После использования 
алгоритма BLAST был получен список из 250 по-
липептидов в ранге схожести от 35 до 99%, наи-
более высокой степенью гомологии и наличием 
высокого кластера аннотаций обладал белок HEVL 
(рис. 2) ввиду высокой степени сродства – 75%. 
HEVL относительно большой полипептид длиной 
212 аминокислот. В базе данных он аннотируется 
с индексом P43082, является экспрессируемым 
у Arabidopsis thaliana (Резуховидка Таля) [12]. 
Arabidopsis thaliana – один из наиболее популярных 
объектов для генетических исследований ввиду 
короткого жизненного цикла, высокой плодови-
тости, малого размера генома, широкого ареала 
распространения [13–16]. Популярность для иссле-
дований данной культуры обеспечивает большой 
массив данных и аннотаций о геноме, протеоме 
и даже транскриптоме [17–19], что при высокой 
степени родства определенных генов и белков 
с Glycine max позволяет экстраполировать данные 
по гомологичному принципу. 

На рис. 2 представлен финальный результат 
отбора с учетом ранее указанных метрических 
показателей. Такие метрики, как таксономическая 
принадлежность, длина первичной последова-
тельности белка, наличие информации о 3-мер-
ной структуре в PDB (Protein Data Bank) и т. д., 

3National Center for Biotechnology Information [Электронный ресурс]. URL: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/search/
all/?term=WIN (02.12.2022).
4Web site for bioinformatics annotation for plants [Электронный ресурс]. URL: https://plants.ensembl.org/info/about/index.
html (02.12.2022). 
5Database of primary protein sequences [Электронный ресурс]. URL: https://www.uniprot.org – database of primary 
protein sequences (02.12.2022).
6Database for annotations of proteins by EMBL’s EBI // European Molecular Biology Laboratory European Bioinformatics 
Institute [Электронный ресурс]. URL: https://www.ebi.ac.uk/ (02.12.2022).
7The Protein Information Resource by bioinformatics [Электронный ресурс]. URL: https://proteininformationresource.org/ 
(02.12.2022).

Рис. 1. Блок-схема последовательных действий 
в разработанной методологии, используемой в данном 

исследовании
Fig. 1. Flowchart of sequential actions in the developed 

methodology used in the study

Рис. 2. Результат работы алгоритма BLAST (красный – ранг аннотаций,  
зеленый – имя протеина в базе данных, розовый – процент сходства)

Fig. 2. Result of the BLAST algorithm (red – the rank of annotations,  
green – the name of the protein in the database, pink – the percentage of similarity)
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не учитывались. Однако в зависимости от постав-
ленных исследователями иных задач при примене-
нии данной методологии могут быть использованы 
и другие метрики.

По результату выравнивания выяснилось, что WIN  
имеет большое количество участков, консерва-
тивных по отношению к HEVL (рис. 3). Также была 
составлена матрица идентичности, равная 73,53% 
(рис. 4). Исходя из этого, делается вывод о высоком 
уровне гомологии, что в таком случае позволяет экс-
траполировать уже детектированные SNPs с HEVL 
на соевый протеин WIN.

В дальнейшем среди общего количества из-
вестных однонуклеотидных полиморфизмов для  
Arabidopsis thaliana был проведен отбор по совпа-

дениям, выявленным в результате выравнивания 
(таблица).

В итоге среди общего количества консерватив-
ных участков было отобрано 5 аминокислот в ко-
донах, в которых возможны однонуклеотидные 
полиморфизмы, имеющие следующие порядковые 
номера: 11, 64, 73, 76, 86 у фермента сои WIN.

ВЫВОДЫ
В ходе проведенного исследования по нашей 

методологии среди последовательности амино-
кислот было найдено 5 аминокислотных остат-
ков, входящих в консервативные участки и вы-
званных однонуклеотидными полиморфизмами 
в соответствующем гене. Эти данные могут быть 
использованы в селекционном процессе для по-
следующего получения нового сорта растений 
с устойчивостью к фитопатогенным грибкам. Одна-
ко следует учесть, что предсказание локализации 
однонуклеотидных полиморфизмов in silico носит 
теоретический характер и для дальнейшего под-
тверждения потребуется применение технически 
сложного оборудования и дорогостоящих методов. 
В лабораториях для детекции SNPs требуется 
тщательный мониторинг большого количества 
образцов разных сортов. Описанная в статье ме-
тодика необходима для проведения искусственной 
индукции предсказанных мутаций. Дальнейшим 
этапом будет являться выявление изменений 
молекулярных свойств с использованием мето-
дов рентгеноструктурного анализа или криоэ-
лектронной микроскопии. Также стоит учитывать, 
что ручной поиск полиморфизмов в предложенном 
методе может быть успешным, если первичные 
последовательности аминокислот короткие (имеют 
длину не более 250 букв), в случае работы с более 
длинными строками рекомендуется автоматиза-
ция данного процесса. Разработанная методика 
позволит сократить трудозатраты на нахождение 
полиморфизмов, а также нужное на это время бла-
годаря тому, что отпадает необходимость полного 
исследования генома in vitro. 

Рис. 3. Результаты выравнивания HEVL c Wound-induced Protein (фиолетовым цветом выделены консервативные 
участки, зеленым – предсказанные аминокислоты; цифрами обозначен номер последовательности)

Fig. 3. Results of alignment of HEVL with Wound-induced protein (conserved regions are highlighted  
in purple, predicted amino acids are highlighted in green;numbers indicate the sequence number)

Рис. 4. Матрица идентичности HEVL и WIN, 
полученная в результате выравнивания

Fig. 4. Identity matrix HEVL and WIN resulting from 
alignment

Локализация вариативных аминокислот 
Localization of variable amino acids

Порядковый 
номер АМК 

в HEVL

Порядковый 
номер АМК 
в Wound- 
induced 
Protein

Заменяемые 
аминокислоты

Кодон 
(полужирным 

помечен 
SNPs)

117 11 W-C TGG/TGT
170 64 I-V ATA/GTA
179 73 Q-K CAA/AAA
182 76 L-I CTC/ATC
192 86 G-D GGC/GAC
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Элементный состав микростробилов и почек  
Pinus sylvestris, Pinus sibirica и Pinus pumila

Валентина Германовна Ширеторова*, Светлана Аркадьевна Эрдынеева*,**,  
Лариса Доржиевна Раднаева*,** 
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Аннотация. В последние годы среди населения наблюдается значительный рост популярно-
сти БАД из сосновой пыльцы, что обусловлено более чем тысячелетним опытом ее примене-
ния в китайской традиционной медицине и широким спектром ее фармакологической активно-
сти. Для получения сосновой пыльцы заготавливают микростробилы перед началом цветения, 
после ее отделения образуются отходы в виде пустых микростробилов (ПМ) в количестве 
90–95% от массы сырья. Цель работы – определение элементного состава микростробилов 
Pinus sylvestris, P. sibirica и P. pumila, полученных после отделения из них пыльцы (ПМ), и срав-
нение с фармакопейным сырьем – почками P. sylvestris. Анализ элементного состава проводили 
с использованием атомно-абсорбционной спектрофотометрии с предварительной кислотной 
минерализацией в микроволновой системе. Сравнительный анализ элементного состава по-
казал, что ПМ содержат значительное количество K (8710–10187 мг/кг), Mg (627–1079 мг/кг),  
Mn (129–179 мг/кг), а также Zn (37–67 мг/кг) и Cu (7,4–10,3 мг/кг). Составлены ряды накопле-
ния химических элементов, которые оказались схожи для микростробилов и почек исследуемых 
видов сосен (K>Mg>Ca>Mn>Fe~Zn>Na>Cu>Ni~Cr>Co>Pb>Cd>Hg). ПМ могут быть использованы 
для обогащения рациона такими макро- и микроэлементами, как K, Mg, Mn, Fe, Zn и Cu. Содер-
жание токсичных Cd, Pb и Hg было ниже предельно допустимых нормативов для лекарственно-
го растительного сырья и БАД на его основе. Данные по элементному составу ПМ P. sylvestris, 
P. sibirica, P. pumila и почек P. sibirica, P. pumila получены впервые и могут быть использованы 
при дальнейшей разработке показателей санитарно-гигиенической безопасности нового вида 
сырья.

Ключевые слова: микростробилы, почки, элементный состав, Pinus sylvestris, Pinus sibirica, Pinus 
pumila 
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Elemental composition of microstrobili and sprouts  
of Pinus sylvestris, Pinus sibirica and Pinus pumila
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*Baikal Institute of Nature Management SB RAS, Ulan-Ude, Russian Federation 
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Abstract. In recent years, the popularity of dietary supplements based on pine pollen has significantly 
increased due to over a thousand years of its use in Chinese traditional medicine and diverse biological 
activity. Microstrobili are harvested prior to flowering in order to obtain pine pollen, and, following its 
separation, waste comprising empty microstrobili in the amount of 90–95% of the mass of raw material is 
formed. In this work, the elemental composition of Pinus sylvestris, P. sibirica and P. pumila microstrobili 
obtained following the separation of pollen (empty microstrobili (EM) was determined and compared 
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ВВЕДЕНИЕ
Вечнозеленое дерево (реже кустарник), от-

носящееся к роду сосна (Pinus) и семейству Со-
сновые (Pinaceae), насчитывает 130 видов и яв-
ляется самым широко распространенным видом 
хвойных в Северном полушарии [1]. В народной 
медицине издавна использовались хвоя и почки 
сосен, а также смола, кора и шишки некоторых 
видов. Настойки и отвары на их основе применяли 
как противовоспалительное, общеукрепляющее 
и витаминное средство [2]. В странах Азии, осо-
бенно в Китае и Корее, наибольшей популярно-
стью пользуется пыльца местных видов сосен. 
Опыт ее применения в традиционной китайской 
медицине насчитывает более 2 000 лет. Ее при-
нимали для укрепления иммунитета, поднятия 
тонуса, улучшения общего состояния организма, 
замедления процессов старения. Исследовате-
лями отмечается [3], что за последние 20 лет 
наблюдается активизация фармакологических 
и клинических исследований сосновой пыльцы, 
о чем свидетельствует рост количества публика-
ций на эту тему. Установлены иммуномодулирую-
щая, противовирусная, противовоспалительная, 
антиоксидантная и гепатопротекторная актив-
ности экстрактов [4–7] и полисахаридов [8–12] 
пыльцы азиатских видов сосен. Исследование 
пыльцы P. sylvestris и P. pumila, проведенное 
авторами ранее, показало содержание в ней 
флавоноидов, аминокислот, аскорбиновой кис-
лоты, макро- и микроэлементов [13]. Необходимо 
отметить, что для получения сосновой пыльцы 
заготавливают микростробилы перед началом 
цветения, после ее отделения образуются отходы 
в виде пустых микростробилов (ПМ) в количестве 
90–95% от массы исходного сырья. Для оценки 
возможности рационального использования цен-
ного растительного сырья ранее авторами было 
исследовано эфирное масло из ПМ P. sylvestris 

и показано достаточное его содержание и сход-
ство компонентного состава с фармакопейным 
сырьем – почками сосны обыкновенной [14]. 

Поскольку эффективность лекарственного рас-
тительного сырья часто обусловлена действием 
биологически активных веществ в комплексе с его 
природным минеральным составом, целью работы 
было определение содержания макро- и микроэле-
ментов в ПМ и для сравнения в фармакопейном 
сырье – почках P. sylvestris, P. sibirica и P. pumila, 
а также оценка экологической безопасности нового 
вида сырья по содержанию некоторых тяжелых 
металлов. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Сбор сырья почек и микростробилов P. sylvestris, 

P. sibirica и P. pumila для определения элемент-
ного состава осуществляли в начале мая (почки) 
и конце мая-июне (микростробилы) 2020–2021 гг. 
в Кабанском и Прибайкальском районах Республики 
Бурятия. Сбор почек производили согласно реко-
мендациям для фармакопейного сырья «Сосны 
обыкновенной почки»1. Сбор «мужских» шишек 
(микростробилов) выполняли за 1–3 дня до начала 
пыления. Собранное сырье раскладывали тонким 
слоем и сушили в закрытых проветриваемых по-
мещениях без попадания прямых солнечных лучей 
до высыпания пыльцы из микростробилов. Пыльцу 
отделяли путем просеивания через сито 0,5 мм. 
ПМ до проведения анализа хранили в бумажных 
пакетах при комнатной температуре. 

Подготовку проб к элементному анализу осу-
ществляли путем разложения предварительно 
измельченных образцов растительного сырья 
с концентрированной азотной ки слотой в ми-
кроволновой системе MARS 6 (CEM, США). 
Определение количественного содержания 
элементов проводили атомно-абсорбционным 
методом с использованием спектрофотометра  

with pharmacopoeial raw material, i.e., P. sylvestris sprouts. The elemental composition was analysed 
using atomic absorption spectroscopy with preliminary acid mineralisation in a microwave system.  
A comparative analysis of the elemental composition showed that EM contains a significant amount  
of K (8710–10187 mg/kg), Mg (627–1079 mg/kg), Mn (129–179 mg/kg), as well as Zn (37–67 mg/kg)  
and Cu (7.4–10.3 mg/kg). The series of accumulation of chemical elements was identical for microstrobili 
and sprouts of the studied pine species (K>Mg>Ca>Mn>Fe~Zn>Na>Cu>Ni~Cr>Co>Pb>Cd>Hg). EM can 
be used to enrich the diet with macro- and microelements such as K, Mg, Mn, Fe, Zn and Cu. The content 
of toxic Cd, Pb and Hg was below the maximum permissible standards for medicinal plant raw materials 
and dietary supplements thereof. Obtained for the first time, data on the elemental composition of EM of 
P. sylvestris, P. sibirica, P. pumila and sprouts of P. sibirica and P. pumila can be used for further sanitary 
measurements of a new type of raw material.

Keywords: microstrobili, sprouts, elemental composition, Pinus sylvestris, Pinus sibirica, Pinus pumila
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1Государственная фармакопея Российской Федерации: в 4 томах / ред. С. В. Емшанова, О. Г. Потанина, Е. В. Буданова, 
В. В. Чистяков. М., 2018. [Электронный ресурс]. URL: http://femb.ru/femb/pharmacopea.php (20.06.2022). 
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Solaar M6 (Thermo Scientific, США). Содержа-
ние ртути устанавливали методом холодного 
пара с помощью ртутно-гидридной приставки  
VP-100 (Thermo Scientific, США). Определение всех 
элементов проводили в 3-кратной повторности, за-
тем рассчитывали среднюю арифметическую и ее 
ошибку (М±m). Правильность результатов анализа 
оценивали с использованием стандартных образ-
цов листа березы ЛБ-1 (ГСО 8923-2007) и луговой 
травосмеси Тр-1 (ГСО 8922-2007). Погрешность 
измерений составила менее 10% от аттестован-
ных значений.

Исследование выполнено с использованием 
оборудования ЦКП «Байкальский институт приро-
допользования СО РАН». 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Физиологическая роль того или иного элемента 

в метаболизме растительного организма оказыва-
ет влияние на его содержание в разных органах 
и тканях растений. Следует отметить, что сосновые 
почки относятся к вегетативным органам расте-
ния, а микростробилы – к генеративным. Почки 
сосны красновато-коричневые, удлиненные яй-
цевидно-цилиндрические, остроконечные длиной  
от 1 до 4 см, в большинстве смолистые, распо-
ложены в верхней части побега мутовчато вокруг 
верхушечной почки. Микростробилы («мужские» 
шишки) яйцевидно-конической или удлиненно- 
яйцевидной формы, желтого и красно-желтого цвета 
длиной 3–5 см состоят из оси, на которой по спира-
ли или мутовчато расположены микроспорофиллы, 

на их обратной стороне находятся микроспорангии 
(пыльцевые мешки), в которых развивается пыльца. 

Результаты анализа элементного состава ПМ 
и почек исследуемых сосен представлены в та-
блице. 

Для выявления особенностей накопления ма-
кро- и микроэлементов ПМ и почками сосен было 
проведено сравнение с данными, полученными ав-
торами ранее для пыльцы, извлеченной из этих же 
микростробилов [15] и хвои P. sylvestris, произрас-
тающей в Бурятии (рисунок), а также с имеющи-
мися в литературе данными элементного состава 
почек P. sylvestris [16, 17]. С целью минимизации 
влияния климато-географических условий места 
произрастания и получения сопоставимых данных 
сбор микростробилов осуществлялся на тех же 
опытных площадках в популяциях, что и сбор хвои. 

Сравнительный анализ макроэлементов пока-
зал, что ПМ, почки и пыльца содержат значитель-
ное количество калия (8710–10187 мг/кг) и магния 
(627–1079 мг/кг) и низкое количество кальция  
(664–911 мг/кг), что характерно для молодых 
растущих тканей с интенсивным обменом ве-
ществ [18]. 

Из микроэлементов ПМ и почек P. sylvestris,  
P. sibirica и P. pumila в большей степени аккуму-
лируют металлы, участвующие в жизненно важ-
ных для растений биохимических процессах, –  
Fe (42–79 мг/кг), Zn (37–67 мг/кг) и Mn (129–169 мг/кг),  
что согласуется с литературными данными по эле-
ментному составу сосновых почек [16, 17]. 

Сравнение полученных нами результатов с дан-

Элементный состав пустых микростробилов и почек P. sylvestris (PS), P. sibirica (PSib), P. pumila (PP), мг/кг  
Elemental composition of empty microstrobili and buds of P. sylvestris (PS), P. sibirica (PSib), P. pumila (PP), mg/kg

Элемент
Пустые микростробилы Почки Почки [16] Почки [17]

PS PSib PP PS PSib PP PS PS

K 9630±18 10187±23 8710±17 10109±42 10128±51 8859±74 3560–4840 –

Mg 1066±21 996±16 957±25 976±34 966±25 1079±21 980–1310 –

Ca 664±12 875±35 800±24 754±27 830±16 911±30 2760–3440 –

Na 16,2±1,5 16,7±1,0 14,2±0,8 9,4±0,6 9,1±0,9 11,2±1,0 –* –

Mn 129±11 149±13 141±12 179±18 163±14 169±12 74,4–88,1 19,5–49,7

Fe 53,4±4,3 46,2±1,4 41,6±2,4 53,8±2,5 52,4±1,1 79,1±2,3 40–120 48,5±17,1

Zn 54,8±2,2 67,4±1,8 65,4±3,6 40,7±3,1 36,9±1,8 50,5±4,1 20,0–23,9 11,9–72,4

Cu 7,60±0,32 8,22±0,71 7,43±0,31 5,24±0,32 5,58±0,43 5,94±0,41 6,12–8,12 2,2–12,1

Cr 0,27±0,12 0,26±0,08 0,24±0,05 0,46±0,31 0,36±0,12 0,33±0,18 0,18–0,32 0,50–1,08

Ni 1,64±0,12 1,85±0,16 1,71±0,12 3,51±0,25 5,04±0,33 5,40±0,21 9,7–14,3 0,52–1,69

Co 0,77±0,01 0,59±0,02 0,91±0,05 0,75±0,04 0,98±0,08 0,60±0,12 н.о.** 0,26–1,02

Pb 0,22±0,03 0,16±0,09 0,17±0,04 0,37±0,06 0,31±0,11 0,20±0,07 0,34–0,84 0,5–1,8

Cd 0,13±0,03 0,07±0,01 0,06±0,01 0,12±0,01 0,09±0,01 0,07±0,01 н.о. 0,04–0,24

Hg 0,07±0,01 0,04±0,01 0,04±0,01 0,04±0,01 0,03±0,01 0,03±0,01 – –

Примечание. * – не определялось; ** – не обнаружено. 
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ными для аптечного сырья почек P. sylvestris раз-
личных производителей [16] показало сопоставимое 
содержание магния, железа, меди и хрома, более 
высокое (в 2 раза) содержание калия, марганца, 
цинка и меньшее (в 2–4 раза) кальция и никеля. 
Такие различия по содержанию элементов могут 
быть обусловлены геохимическими особенностями 
районов заготовки. 

При сравнении микроэлементного состава 
разных частей сосен можно отметить высокое 
содержание марганца в таких богатых эфирными 
маслами частях растения, как хвоя, ПМ и почки, 
что обусловлено важной ролью марганца в биосин-

тетических процессах, ведущих к образованию ос-
новных классов изопреноидов [19]. Более высокое 
в сравнении с вегетативными органами – почками 
и хвоей – содержание цинка и меди наблюдается 
в ПМ и пыльце, что связано с их репродуктивной 
функцией [20]. Содержание хрома было выше 
в хвое и почках, что, возможно, обусловлено его 
участием в фотосинтезе (известно, что хром повы-
шает содержание хлорофилла и продуктивность 
фотосинтеза в листьях) [21]. В целом по сравнению 
с хвоей можно отметить более низкое содержание 
тяжелых металлов в ПМ и пыльце, что может быть 
обусловлено тем, что в репродуктивных органах 
растений микроэлементы (за исключением цинка 
и меди, играющих важную физиологическую роль 
в процессах оплодотворения и прорастания семян) 
накапливаются по барьерному типу, т. к. строго 
генетически контролируются [20]. 

По уровню содержания элементов в ПМ и почках 
были составлены ряды накопления, которые были 
одинаковы для P. sylvestris, P. sibirica, P. pumila  
(K > Mg > Ca> Mn > Fe ~ Zn > Na > Cu > Ni ~ Cr > Co 
> Pb > Cd > Hg). Сравнение элементного состава 
ПМ и почек показало их схожесть по содержанию 
макро- и микроэлементов.

Содержание свинца, кадмия и ртути во всех ис-
следованных образцах ПМ и почек сосен не превы-
шало нормативов, установленных для лекарствен-
ного растительного сырья и БАД на его основе1,2. 
Сравнение содержаний макро- и микроэлемен-
тов в ПМ и почках P. sylvestris, P. sibirica, P. pumila 
с суточной потребностью для взрослых3 показало, 
что они могут быть использованы как дополнитель-
ный источник калия, магния, марганца, железа, 
цинка и меди.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенного исследования был 

определен элементный состав микростробилов  
P. sylvestris, P. sibirica, P. pumila, полученных по-
сле отделения из них пыльцы, и почек P. sibirica и  
P. pumila. Показаны особенности элементного со-
става сосновых ПМ и почек в сравнении с пыльцой 
и хвоей, обусловленные физиологической функцией 
элементов в растительном организме. Установлено, 
что ПМ и почки могут быть использованы для обога-
щения рациона такими макро- и микроэлементами, 
как K, Mg, Mn, Fe, Zn и Cu. Содержание токсичных 
Cd, Pb и Hg было ниже предельно допустимых 
нормативов для лекарственного растительного 
сырья и БАД на его основе. Данные по элементному 
составу ПМ P. sylvestris, P. sibirica, P. pumila и почек 
P. sibirica, P. pumila получены впервые и могут быть 
использованы при дальнейшей разработке пока-
зателей санитарно-гигиенической безопасности 
нового вида сырья. 

2СанПиН 2.3.2.1078-01. Гигиенические требования безопасности и пищевой ценности пищевых продуктов (для 
биологически активных добавок к пище на растительной основе). М., 2001. 269 с.
3МР 2.3.1.2432-08. 2.3.1. Рациональное питание. Нормы физиологических потребностей в энергии и пищевых 
веществах для различных групп населения Российской Федерации. Методические рекомендации (утв. Роспотреб-
надзором 18.12.2008). 

Cd 0,13±0,03 0,07±0,01 0,06±0,01 0,12±0,01 0,09±0,01 0,07±0,01 н.о. 0,04–0,24 
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Влияние физико-химических свойств  
депрессорных присадок на их эффективность  

в дизельных топливах
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Аннотация. Работа посвящена исследованию влияния физико-химических свойств депрессорных при-
садок на их эффективность в дизельных топливах различного химического и фракционного состава. 
Использовано дизельное топливо утяжеленного фракционного состава, летнее и судовое дизельные 
топлива. Определены физико-химические свойства топлив: температура помутнения, температура 
застывания, плотность, вязкость, фракционный состав и содержание углеводородов, образовавших 
комплекс с карбамидом. Установлено содержание и молекулярно-массовое распределение индивиду-
альных н-алканов в дизельных топливах. Использованы зарубежные депрессорно-диспергирующие 
присадки: Dodiflow с шифрами 4971, 5416, 5817 и 7118, Keroflux с шифрами 3501, 5696а и Ofi-8863. 
Из товарной формы присадок методом диализа через полупроницаемые резиновые мембраны выде-
лены их активные начала. Определены температура каплепадения активного начала присадок, их 
характеристическая вязкость в керосине и показатель преломления при 100 ºС. По данным инфра-
красной спектроскопии активного начала присадок определено содержание звеньев винилацетата 
и разветвленность алифатических радикалов депрессорных присадок. Установлена взаимосвязь 
между физико-химическими свойствами депрессорно-диспергирующих присадок и их эффективно-
стью в дизельных топливах. Наибольшей эффективностью в топливах обладают присадки с от-
носительно высокой температурой плавления, со средней характеристической вязкостью и низкой 
разветвленностью алифатических звеньев в структуре полимеров. Расход присадок для получения 
максимальной депрессии температуры застывания снижается с переходом от летнего к судовому 
топливу и далее к дизельному топливу утяжеленного фракционного состава. Для прогнозирования эф-
фективности депрессорных присадок предложена комплексная величина tкп / СВА, представляющая собой 
соотношение их температур каплепадения tкп  и содержания в присадках звеньев винилацетата СВА.  
В области значений tкп / СВА 3,02–4,00 присадки по их депрессорным свойствам являются универсальны-
ми. Установлена корреляция между показателем преломления nD

100 присадок и комплексной величиной 
tкп / СВА (R² = 0,975).

Ключевые слова: депрессорно-диспергирующие присадки, дизельные топлива, диализ присадок, 
нефтепродукты, ИК-спектроскопия, характеристическая вязкость 
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Abstract. The work investigates the influence of the physicochemical properties of depressor additives on 
their performance in diesel fuels of various chemical and fractional compositions. Heavy, summer and marine 
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ВВЕДЕНИЕ
Использование депрессорных присадок (ДП) 

в дизельных топливах (ДТ) является одним из наи-
более экономически целесообразных методов 
улучшения их низкотемпературных свойств [1–6]. 
Депрессорные присадки повышают такие пока-
затели качества ДТ, как текучесть (температура 
застывания), температура помутнения и предель-
ная температура фильтруемости (ПТФ). Депрес-
сорные присадки должны также предотвращать 
коагуляцию и седиментацию кристаллизующихся 
парафиновых углеводородов [7]. Эффективность 
депрессорных присадок определяется их хими-
ческим строением [2, 8, 9], а также физико-хими-
ческими свойствами ДТ [1, 3, 10, 11]. Считается, 
что для понижения температуры застывания ДТ 
наиболее эффективны депрессорные присад-
ки на основе полиакрилатов, поливинилацета-
тов и их сополимеров [2, 8, 9]. Азотсодержащие 
депрессорные присадки более эффективны 
при снижении предельной температуры филь-
труемости и температуры помутнения (начала 
кристаллизации) ДТ [11–13]. Эффективность де-
прессорных присадок для снижения температуры 
застывания определяется содержанием и моле-
кулярно-массовым распределением н-алканов 
в ДТ [1, 10, 14], содержанием в ДТ ароматиче-
ских углеводородов [6], а также температурами 
начала помутнения парафиновых углеводоро-
дов и температурами помутнения депрессорных 
присадок в ДТ [1, 3, 6, 11]. Высокую эффектив-
ность ДП в ДТ достигают оптимизацией молеку-
лярной массы присадок и оптимизацией гидро-
фильно-липофильного баланса (ГЛБ) полярных 
и углеводородных структур присадок [2, 3, 11, 12].  

ГЛБ и молекулярная масса присадок опреде-
ляют их температуру плавления и температуру 
помутнения в ДТ. Следовательно, температура 
плавления является комплексной характеристикой 
депрессорных присадок и косвенно учитывает их 
молекулярную массу, природу и содержание в них 
полярной части [11–13]. Полярная часть присадок 
определяет их межмолекулярные взаимодействия 
с н-алканами с образованием ассоциированных 
комплексов в предкристаллизационной области 
ДТ и в процессе формирования структуры и фор-
мы кристаллов парафина [4, 9–12]. 

Целью работы является исследование влия-
ния физико-химических свойств депрессорных 
присадок на их эффективность в ДТ. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Исследование эффективности депрессор-

ных присадок проводили на ДТ утяжеленного 
фракционного состава, летнем и судовом ДТ 
(табл. 1). Молекулярно-массовое распределе-
ние индивидуальных н-алканов в ДТ определя-
ли на хроматографе Кристалл-5000 (ЗАО СКБ 
«Хроматэк», Россия). По данным хроматографии 
н-алканы распределены на низкоплавкие (∑С12–14), 
среднеплавкие (∑С15–18) и высокоплавкие (∑С19+)  
(см. табл. 1). Температуру застывания ДТ опре-
деляли по ГОСТ 20287-91, температуру их по-
мутнения – по ГОСТ 5066-2018. 

Содержание углеводородов, образовавших 
комплекс с карбамидом, определяли известным 
способом [15]. Другие показатели ДТ приняты 
по производственным данным. Использованы за-
рубежные депрессорно-диспергирующие присад-
ки: Dodiflow с шифрами 4971, 5416, 5817 и 7118, 

diesel fuels were used. The following physicochemical properties of fuels were determined: cloud point, 
freezing point, density, viscosity, fraction composition and hydrocarbon content that formed a complex with 
carbamide. The content and molar mass distribution of individual n-alkanes in diesel fuels were determined. 
The following foreign depressant-dispersing additives were used: Dodiflow with codes 4971, 5416, 5817 
and 7118, Keroflux with codes 3501, 5696a and Ofi-8863. Their active agents were isolated from the 
commercial additives by dialysis using semi-permeable rubber membranes. The dropping point of the active 
agents, their intrinsic viscosity in kerosene and the refractive index at 100 °C were identified. The content 
of vinyl acetate components and the degree of branching of aliphatic radicals of depressor additives were 
determined using infrared spectroscopy of the active agents. The relationship between the physicochemical 
properties of depressor-dispersing additives and their performance in diesel fuels was established. Additives 
characterised by a relatively high melting point, an average intrinsic viscosity and low branching of aliphatic 
compounds in the polymer structure exhibit the best performance in fuels. The consumption of additives to 
achieve the maximum depression of freezing point decreases with the transition from summer to marine fuel 
and further to heavy diesel fuel. A complex tкп / СВА value, comprising the ratio of the dropping points tкп  and the 
content of vinyl acetate components in the additives, was proposed as a means of predicting the efficiency of 
depressant additives  СВА. In the range of tкп / СВА values of 3.02–4.00 the additives have universal depressant 
properties. A correlation was established between the refractive index nD

100 of additives and the complex value 
tкп / СВА (R2 = 0.975).
Keywords: depressor-dispersing additives, diesel fuels, dialysis of additives, petroleum products, IR spectroscopy, 
intrinsic viscosity
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Keroflux с шифрами 3501, 5696а и Ofi-8863 1,2 [16]. 
Выбор присадок обусловлен их применением 
на нефтеперерабатывающих заводах, где были 
отобраны исследуемые топливные фракции. То-
варные формы присадок представляют собой 
активное начало присадок в углеводородных 
растворителях. Активное начало присадок из их 
товарной формы выделяли методом диализа 
через полупроницаемые резиновые мембра-
ны [17]. Диализ присадок проводился с использо-

ванием в качестве растворителя н-гексана с полу-
чением концентрата (активное начало присадок) 
и диализата.

По результатам диализа определяли содер-
жание активного начала присадок в товарной 
форме (табл. 2). 

Определены следующие физико-химические 
свойства активного начала присадок: температу-
ра каплепадения tкп  по Уббелоде (ГОСТ 6793-74),  
характеристическая вязкость, показатель пре-

Таблица 1. Физико-химические свойства дизельных топлив  
Table 1. Physical and chemical properties of diesel fuels

Показатели
 

Значения показателей дизельных топлив

летнее судовое
утяжеленного 
фракционного 

состава
Температура помутнения, °С -4,0 +2,0 +6,0
Температура застывания, °С -13,0 -5,0 0
Плотность при 20 °С, кг/м3 826,0 844,0 853,0
Вязкость при 20 °С, мм2/с 4,7 6,9 9,3
Фракционный состав, об. % Выкипает при температуре, °С

10 184,0 187,0 291,0
50 270,0 285,0 335,0
90 360,0 366,0 375,0
96 381,0 394,0 383,0

Содержание фракций н-алканов 
в дизельных топливах от общей суммы 
в топливе, масс. %

∑С12–14 47,9 23,3 1,1

∑С15–18 31,3 37,1 20,6

∑С19+ 20,8 39,6 78,3
Содержание углеводородов, образовавших комплекс 
с карбамидом, масс. % 20,8 21,0 32,8

Средняя температура плавления н-алканов дизельных 
топлив по данным хроматографии, °С 2,3 25,0 36,1

Температура вспышки в закрытом тигле, °С 62,0 66,0 –
Массовая доля серы, % 0,2 0,4 –

Показатели
Dodiflow и их шифры Keroflux и их шифры Ofi  

88634971 5416 5817 7118 3501 5696a
ηуд/С, *102 5,78 8,76 6,89 5,41 3,29 8,41 5,47
tкп, °С 27,5 69 64 64 44 47 56
СВА, % масс. 17,4 14,7 21,2 16,0 19,5 19,8 28,3

tкп / СВА 1,58 4,69 3,02 4,00 2,26 2,37 1,98

nD
100 1,443 1,468 1,457 1,462 1,446 1,448 1,444

Сак
ДП, % масс. 16 26 36 33 23 19 35

Примечание. СВА – содержание звеньев винилацетата в присадках; nD
100 – показатель преломления присадок  

при 100 °С;  Сак
ДП – содержание активного начала в присадках, % масс.; ηуд/С, *102 – характеристическая вязкость  

присадок; tкп – температура каплепадения присадок.

Таблица 2. Физико-химические свойства активного начала депрессорных присадок 
Table 2. Physical and chemical properties of the active principle of pour point depressants

1Refinery Additives for Middle Distillates // BASF [Электронный ресурс]. URL: https://automotive-transportation.basf.com/
global/en/fuel-and-lubricants/fuel-and-lubricant-solutions/refinery-additives-for-middle-distillates.html (26.08.2022). 
2Присадка для дизтоплива OFI // Справочно-информационная система «Роспроизводитель» [Электронный ресурс]. 
URL: http://rosproizvoditel.ru/goods/2794-prisadka-dlya-diztoplivo-ofi-76507660-depressornaya (26.08.2022). 
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ломления при 100 °С nD
100  (рефрактометр Аббе 

NAR-2T, Япония). ИК-спектры активного нача-
ла присадок сняты на ИК-Фурье спектрометре  
Nikolet 380 (Thermo Electron Corporation, США) (табл. 3). 

Характеристическую вязкость присадок ηуд/С 
определяли в растворе керосина марки РТ на ав-
томатическом вискозиметре (AND Vibroviskometer 
SV-10, Япония). Характеристическая вязкость при-
садок позволяла оценить относительную среднюю 
молярную массу активного начала присадок: боль-
шему значению вязкости соответствует большая 
молярная масса (см. табл. 2) [18]. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Физико-химические показатели ДТ изменяются 

в широких пределах. Содержание и молекуляр-
но-массовое распределение н-алканов в ДТ отра-
жается на их температуре застывания и помутне-
ния (см. табл. 1). Физико-химические показатели 
депрессорных присадок также изменяются в ши-
роких пределах (см. табл. 2). Характеристические 
полосы поглощения в инфракрасной спектроскопии 
(ИКС) для концентратов в основном подтверждают 
данные производителей по химическому строению 
присадок. Данные ИКС использованы для расчета 
относительных интенсивностей βi

A функциональ-
ных групп [19, 20] (см. табл. 3). По данным ИКС 
определено содержание звеньев винилацетата 
СВА. Содержание звеньев винилацетата изменяет-
ся в пределах (см. табл. 2) от 14,7 (Dodiflow-5416)  
до 28,3 (Ofi-8863). Все присадки являются сопо-
лимерами этилена и винилацетата. В ИК-спектре 
присадки Keroflux-3501 присутствуют слабые поло-
сы поглощения 1645 и 1548 см-1, подтверждающие 
данные производителя о присутствии в присадке 
амидных групп1,2. В другой присадке этой фирмы 
Keroflux-5696а вопреки утверждениям производи-
теля такие полосы поглощения не обнаружены. Это 
может быть связано с неселективным диализом 
присадок и потерей азотсодержащих компонентов 
присадки с диализатом. Установлена корреляционная 
зависимость между показателем преломления при  

100 °С nD
100 концентрата присадок и комплексной вели-

чиной tкп / СВА, выраженной отношением температуры 
каплепадения tкп концентрата присадок и содержани-
ем звеньев винилацетата (СВА) в нем (рис. 1). Для ха-
рактеристики разветвленности алифатических звеньев 
в структуре присадок использована относительная 
интенсивность характеристических полос поглощения 
в ИКС активного начала депрессорных присадок β1372   
[16, 19, 20] (см. табл. 3).

Эффективность депрессорных присадок оце-
нивали по максимальной депрессии температур 
застывания ∆tз

max и помутнения ∆tп
max топлив, а так-

же по расходу присадок при ∆tз
max и ∆tп

max (табл. 4). 
Чем выше значения ∆tз

max и  и чем меньше расход 
присадок, тем более эффективны присадки.  

ф
ун

кц
ио

на
ль

ны
е 

гр
уп

пы
 β

iA
 Функциональные 

группы βi
A*

Dodiflow и их шифры Keroflux и их шифры OFI 
88634971 5416 5817 7118 3501 5696a

ацетатные

β1253 2,78 2,99 2,56 2,20 3,00 2,74 3,81

β1730 2,06 2,44 1,92 1,79 2,27 2,31 3,15

β1253 2,92 2,89 2,86 2,67 2,95 3,06 3,32

β1730 2,17 2,36 2,14 2,17 2,23 2,57 2,75

N-содержащие β1645 – – – – 0,27 – –

алифатические β1372 0,95 1,03 0,90 0,82 1,02 0,90 1,15

Таблица 3. Относительная интенсивность βi
A характеристических полос поглощения в ИК-спектроскопии 

активного начала депрессорных присадок 
Table 3. Relative intensity βi

A of the characteristic absorption bands in the IR spectroscopy of the active principle  
of the pour point depressants

Примечание. * – отношение интенсивности полос поглощения функциональной группы относительно базовой 
полосы поглощения А.

Рис. 1. Корреляционная зависимость показателя 
преломления при 100 °С nD

100 концентрата присадок (y) 
от комплексной величины tкп 

СВА
 (x)

Fig.1. Correlation dependence of the refractive index  
at 100 °C of the additive concentrate (y) nD

100  
on the complex value  tкп 

СВА
 (x)
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Эффективность присадок определяется их струк-
турой и физико-химическими свойствами, а также 
физико-химическими свойствами ДТ (см. табл. 1–4). 
В топливе утяжеленного фракционного состава 
наиболее эффективны присадки Dodiflow-5416, 
5817 и 7118 (см. табл. 4). Все три присадки имеют 
высокую температуру каплепадения концентра-
та – 64–69 °С. Присадки характеризуются высо-
кими значениями их характеристической вязкости  
(см. табл. 2). Алифатические звенья в структу-
ре этих присадок по данным ИК-спектроскопии  
(см. табл. 3) имеют невысокую разветвленность. 
Высокую эффективность в топливе утяжеленного 
фракционного состава проявляет присадка Ofi-8863, 
отличающаяся от других присадок аномальными 
свойствами (см. табл. 2, 3). Другие присадки, ха-
рактеризующиеся неблагоприятным сочетанием 
физико-химических показателей, менее эффек-
тивны в ДТ утяжеленного фракционного состава.

В летнем топливе наибольшая эффективность 
у присадок Dodiflow-5817 и 7118. Максимальная де-
прессия температуры застывания в их присутствии 
∆tз

max более 32 °С (см. табл. 4). Другие присадки, 
характеризующиеся неблагоприятным сочетанием 
физико-химических показателей, менее эффектив-

ны в этом топливе. Присадка Ofi-8863 в летнем ДТ 
из-за ее высокой полярности (содержание вини-
лацетатных звеньев в ее структуре 28,3 масс. %, 
см. табл. 2) может повышать температуру помутне-
ния летнего ДТ при ее содержании 0,5–1,0% масс. 
с минус 4 до 1 °С (данные в табл. 4 не приводятся). 

Максимальная депрессия температуры за-
стывания в судовом ДТ (29–35 °С) наблюдается 
для присадок Dodiflow-5817 и 7118. Менее эффек-
тивны по депрессии температуры застывания дру-
гие присадки серии Dodiflow, присадка Ofi-8863 
и присадки серии Keroflux. Однако эти присадки 
характеризуются относительно низким расходом 
для достижения максимальной депрессии темпера-
туры застывания. При приблизительно одинаковой 
депрессии температуры застывания ДТ в присут-
ствии присадок серии Dodiflow расход присадок 
уменьшается с утяжелением топлива (см. табл. 4). 

Депрессорно-диспергирующие присадки по их 
влиянию на температуру помутнения ДТ мало-
эффективны (см. табл. 4). Несколько более эф-
фективны присадки в судовом топливе. Причем 
расход присадок (0,01–0,1 масс. %) самый низкий 
по сравнению с этими же присадками в 2-х других 
топливах. Делать выводы по снижению темпера-

ДТ

Показатели 
по ∆tз

max и ∆tп
max 

при Сдп,  
% масс.

Максимальная депрессия температуры застывания ∆tз
maи помутнения ∆tп

max дизельных 
топлив (ºС) в присутствии присадок

Dodiflow  
4971

Dodiflow 
5416

Dodiflow 
5817

Dodiflow 
7118

Keroflux 
3501

Keroflux 
5696а Ofi 8863

ле
тн

ее

температура застывания (исходная -13 °С)
∆tз

max 20 19 >32 >32 18 19 20
Сдп, % масс. 0,5–1,0 0,5 1,0 1,0 0,1 0,1 0,1–0,5

температура помутнения (исходная -4 °С)
∆tп

max, °С 0 0 2 1 0 1 1
Сдп, % масс. 0,01–1,0 0,01–1,0 0,1 0,1 0,01–1,0 0,1 0,1

су
до

во
е

температура застывания (исходная -5 °С)
∆tз

max 19 21 29 35 23 26 22
Сдп, % масс. 0,25 0,05 0,5–1,0 0,25 0,1 0,05–0,1 0,1

температура помутнения (исходная 2 °С)
∆tп

max, °С 0,5 1 2 2 2 1 2
Сдп, % масс. 0,01 0,05 0,05 0,05 0,01 0,01 0,1

УФ
С

температура застывания (исходная 0 °С)
∆tз

max 23 31 32 35 22 12–13 31
Сдп, % масс. 0,5 0,1 0,1 0,1 0,1 0,5 0,05

температура помутнения (исходная 6 °С)
∆tп

max, °С 1 0 1 1 0 1 0
Сдп, % масс. 0,1 0,01–1,0 0,5 1,0 0,01–1,0 0,5 0,01–1,0

Примечание. Обозначения: ∆tз
max и ∆tп

max – максимальная депрессия температуры застывания и помутнения 
соответственно; Сдп – содержание присадки при ∆tз

max  и  ∆tп
max.

Таблица 4. Влияние депрессорных присадок на температуру застывания и помутнения  дизельных топлив  
Table 4. The effect of pour point depressants on the pour point and cloud point of diesel fuel
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туры помутнения топлив в присутствии присадок 
не следует, поскольку обнаруженные эффекты 
незначительны. 

Различия в эффективности депрессорных при-
садок и выделенных из них методом диализа [17] 
концентратов и диализатов показаны на примере 
присадки Keroflux-3501 в ДТ утяжеленного фрак-
ционного состава (рис. 2).

Максимальная депрессия температуры засты-
вания в ДТ в присутствии концентрата присадки 
обнаруживается при более низком его содержании 
по сравнению с присадкой. Некоторым депрессор-
ным действием обладает и диализат этой присадки. 
Разделение присадок происходит по молекулярной 
массе компонентов. Различий в действии присад-
ки и ее компонентов на температуру помутнения 
не обнаружено. Преимуществом выделения актив-
ного начала методом диализа [17] перед отгонкой 
растворителя из товарной формы присадок [16, 20]  
является использование низких температур, ко-
торые исключают полимеризацию компонентов, 
входящих в состав присадок.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Впервые для выделения активного начала 

депрессорных присадок из их товарной формы 
использован диализ через резиновые полупрони-
цаемые мембраны. Наибольшей эффективностью 
в топливах обладают присадки с относительно вы-
сокой температурой плавления, со средней характе-
ристической вязкостью и низкой разветвленностью 
алифатических звеньев в структуре полимеров. 
Расход присадок для получения максимальной 
депрессии температуры застывания снижается 
с переходом от летнего к судовому и далее к ДТ 
утяжеленного фракционного состава. Для прогно-
зирования эффективности депрессорных присадок 

предложена комплексная величина tкп / СВА, характе-
ризующаяся соотношением их температуры капле-
падения  и содержания в присадках звеньев вини-
лацетата СВА. В области значений tкп / СВА 3,02–4,00 
присадки по их депрессорным свойствам являются 
универсальными. Установлена корреляция между 
показателем преломления nD

100 присадок и комплекс-
ной величиной tкп / СВА. 
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Особенности состава и содержания ауксинов  
в тканях яблони сибирской Malus baccata L. Borkh.

Александра Вячеславовна Столбикова, Любовь Виссарионовна Дударева,  
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г. Иркутск, Российская Федерация
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Аннотация. Как известно, самое высокое содержание ауксинов обнаруживается в областях 
активного деления клеток: в молодых листьях, апикальных меристемах, в камбии, в эмбри-
онах и эндосперме, а также в развивающихся плодах, что определяет среди прочего габи-
тус растений и размер плодов. В агрокультуре и биотехнологии ауксины (индол-3-масляная 
(ИМК) и индол-3-уксусная кислоты (ИУК) используются для стимуляции образования боковых 
корней, в том числе подвоев яблони. Несмотря на важнейшую роль эндогенной ИМК в укоре-
нении, ее наличие в тканях яблони до сих пор не было подтверждено, хотя ее содержание 
in planta показано для многих других растений. Поэтому целью представляемой работы был 
сравнительный анализ состава и содержания ауксинов в 2-х типах тканей яблони сибирской 
карликовой и высокорослой форм, а также выявление наличия в них ИМК. В качестве объек-
та исследования использовали ткани завязи и коры яблони сибирской (Malus baccata L. Borkh.)  
2-х форм (карликовой и высокорослой), произрастающих на экспериментальном участке Сибир-
ского института физиологии и биохимии растений СО РАН. Образцы коры отбирали с побегов 
1-го года на стадии интенсивного сокодвижения. Образцы завязи собирали в июле на стадии 
активного роста. Очистку ауксинов проводили методом твердофазной экстракции, анализи-
ровали методом ГХ-МС. Результаты проведенных исследований показали, что помимо ИУК-3, 
в быстрорастущих тканях яблони сибирской как в камбиальном слое однолетнего прироста во 
время интенсивного сокодвижения, так и в завязавшихся плодах на стадии активного роста 
содержались следующие ауксины: ИМК, индол-1-уксусная кислота, индол-3-карбоновая кислота, 
индол-3-пропионовая кислота. Как и в ряде других растений, содержание этих ауксинов было 
существенно ниже уровня эндогенной ИУК.

Ключевые слова: ауксины, индол-3-масляная кислота, Malus baccata L. Borkh.
Для цитирования: Столбикова А. В., Дударева Л. В., Рудиковский А. В., Ставицкая З. О., Копытина 
Т. В., Рудиковская Е. Г. Особенности состава и содержания ауксинов в тканях яблони сибирской Malus 
baccata L. Borkh. // Известия вузов. Прикладная химия и биотехнология. 2022. Т. 12. N 4. С. 620–626. 
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BRIEF COMMUNICATION

Characteristics of composition and content of auxins  
in tissues of Siberian apple tree Malus baccata L. Borkh.

Alexandra V. Stolbikova, Lubov V. Dudareva, Alexandr V. Rudikovskii,  
Zlata O. Stavitskaya, Tatiana V. Kopytina, Elena G. Rudikovskaya 
Siberian Institute of Plant Physiology and Biochemistry SB RAS, Irkutsk, Russian Federation 
Corresponding author: Elena G. Rudikovskaya, rudal69@mail.ru
Abstract. It is known that the highest content of auxins is found primarily in the areas of active mitosis, 
including young leaves, apical meristems, cambium, embryos and endosperm, as well as developing 
fruits, which determines, among other things, plant habitus and fruit size. In agriculture and biotechnology, 
auxins (indole-3-butyric acid (IBA) and indole-3-acetic acid (IAA) are used to stimulate lateral development, 
including in apple tree rootstocks. Despite the crucial role of endogenous IBA in rooting, its presence in 
apple tree tissues remains unconfirmed, although its content in planta was shown for many other plants. 
Therefore, in this work, the composition and content of auxins in 2 tissue types of Siberian apple tree of 
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ВВЕДЕНИЕ
Как известно, ауксины – один из пяти основных 

видов фитогормонов. Они являются производными 
индола и обычно синтезируются из аминокислоты 
триптофана. Будучи неотъемлемым компонентом 
всех растительных тканей, ауксины контролируют 
ростовые процессы, рост клеток растяжением, раз-
витие сосудов, инициацию листьев и цветков, рост 
корней и формирование придаточных (боковых) 
корней [1, 2]. Самое высокое содержание ауксинов 
обнаруживается в областях активного деления 
клеток: в молодых листьях, апикальных меристе-
мах, в камбии, в эмбрионах и эндосперме, а также 
в развивающихся плодах, что определяет среди 
прочего габитус растений и размер плодов [2–5]. 
Индол-3-уксусная кислота (ИУК) является самым 
распространенным природным ауксином. Помимо 
породных стимуляторов, в настоящее время син-
тезирован ряд искусственных стимуляторов роста, 
например, нафтилуксусная кислота. В агрокультуре 
и биотехнологии ауксины служат индуктором уко-
ренения, в том числе для стимуляции образования 
боковых корней [1, 2, 6, 7].

Яблоня – одно из растений, укоренение кото-
рого является сложной задачей. Поэтому добав-
ление различных комбинаций ауксинов в почву 
и почвенные субстраты активно используется для 
корнеобразования при вегетативном размноже-
нии яблочных подвоев [1, 6]. В качестве первого 
подобного стимулятора была использована ИУК 
[8]. Тогда же было обнаружено, что синтетический 
ауксин – индол-3-масляная кислота (ИМК) – тоже 
способствовал укоренению, а в некоторых случа-
ях был более эффективным, чем ИУК [9]. С этого 
момента ИМК активно использовалась для успеш-
ного клонирования растений. Были разработаны 
оптимальные условия укоренения с помощью ИМК 
для многих видов растений [7, 10]. Более высокая 
эффективность ИМК в отношении формирования 
придаточных корней по сравнению с ИУК объяс-
нялась ее большей стабильностью как в растворе, 
так и in vivo [11]. К настоящему времени показано, 
что стимулирующее действие ИМК частично осу-
ществляется через ее влияние на содержание ИУК: 
это непосредственный биосинтез ИУК из ИМК [12]; 
обнаруженное увеличение эндогенного содержания 

ИУК после обработки экзогенной ИМК [13, 14] и т. д. 
Различие в способности к корнеобразованию у раз-
ных растений также объясняли различиями в ме-
таболизме ауксинов [13, 15]. Например, у трудно 
укореняющихся сортов Prunus avium происходила 
конъюгация ИМК с аминокислотами и глюкозой, а ги-
дролиз этих конъюгатов был затруднен в сравнении 
с сортами, легко образующими боковые корни [15].

Основные пути биосинтеза ИУК у растений, в том 
числе у яблони, довольно хорошо изучены [3, 4]. 
По эндогенному содержанию прекурсоров просле-
жен основной путь биосинтеза ауксинов, начиная 
с триптофана [16]. Показана ключевая роль в этом 
процессе флавин-зависимых монооксигеназ YUC [17]. 
Но, несмотря на важнейшую роль эндогенной ИМК 
в укоренении, наличие этого ауксина в тканях яблони 
до сих пор не было подтверждено, хотя ее содержа-
ние in planta показано для многих других растений.

Поэтому целью представляемой работы был 
сравнительный анализ состава и содержания аук-
синов в 2-х типах тканей яблони сибирской карли-
ковой и высокорослой форм и выявление наличия 
в них ИМК.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В качестве объекта исследования использова-

ли ткани завязи и коры яблони сибирской (Malus 
baccata L. Borkh.) 2-х форм (карликовой и высо-
корослой) [18], произрастающих на эксперимен-
тальном участке Сибирского института физиоло-
гии и биохимии растений СО РАН (52º16´ с. ш., 
104º17´ в. д.). Образцы коры отбирали с побегов 
1-го года на стадии интенсивного сокодвижения. 
Отделяли камбиальный (зеленый) слой с флоэмной 
частью без первичной коры и древесины. Образцы 
завязи собирали в июле на стадии активного роста. 
Весь собранный материал фиксировали жидким 
азотом и хранили до анализа при температуре 
минус 70 ºС. 

Экстракция фитогормонов. Растительный 
материал (1 г) гомогенизировали в жидком азоте. 
В качестве внутреннего стандарта использовали 
4-метоксибензойную кислоту (Fluka, США). Экс-
тракцию фитогормонов [19] проводили 80%-м 
метанолом (в качестве антиоксиданта исполь-
зовали диэтилтиокарбонат натрия) в течение 

low- and high-growing forms, along with the presence of IBA in them, was compared. Tissues of ovary and 
bark of Siberian apple tree (Malus baccata L. Borkh.) of 2 forms (low and tall) growing on an experimental 
plot of Siberian Institute of Plant Physiology and Biochemistry SB RAS were used in the study. Bark samples 
were collected from the 1st year shoots at the stage of intensive sap flow. The ovary samples were collected 
in July at the stage of active growth. Auxins purified by solid-phase extraction were analysed by GC-MS. In 
addition to IAA-3, the following auxins were found in fast-growing tissues of the Siberian apple tree both in 
the cambium layer of annual gain during intensive sap flow and set fruit during the active growth stage: IBA, 
indole-1-acetic acid, indole-3-carboxylic acid and indole-3-propionic acid. Similar to other plants, the content 
of these auxins was significantly lower than that of endogenous IAA.

Keywords: auxins, indole-3- butyric acid, Malus baccata L. Borkh.
For citation: Stolbikova A. V., Dudareva L. V., Rudikovskii A. V., Stavitskaya Z. O., Kopytina T. V., Rudikovskaya 
E. G. Characteristics of composition and content of auxins in tissues of Siberian apple tree Malus baccata 
L. Borkh. Izvestiya Vuzov. Prikladnaya Khimiya i Biotekhnologiya = Proceedings of Universities. Applied 
Chemistry and Biotechnology. 2022;12(4):620-626. (In Russian). https://doi.org/10.21285/2227-2925-2022-
12-4-620-626.
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10 мин в ультразвуковой бане при температуре 
4 °C. Центрифугировали (центрифуга Allegra 64R, 
Beckman Coulter, США) 20 мин при 20000 g и тем-
пературе 4 °C. Супернатант подкисляли муравьи-
ной кислотой (до концентрации 0,5 %). Далее 
очищали образец от пигментов с использованием 
картриджей для твердофазной экстракции Sep-
Рak С18 (Waters Associates, Ирландия). Метанол 
выпаривали на роторном испарителе при 30 ºС, 
затем объем пробы доводили до 5 мл деионизо-
ванной водой, подкисляли муравьиной кислотой 
(0,5 %) и наносили на патрон Oasis Max (Waters 
Associates, Ирландия). Патрон последовательно 
промывали 5 %-м NH4OH и 100 %-м метанолом. 
Пробу смывали 2 %-й муравьиной кислотой в ме-
таноле, выпаривали на роторном испарителе 
досуха и получали триметилсилильные произво-
дные, нагревая 30 мин при температуре 70 °C с N, 
O-бис (триметилсилил) трифторацетамид (BSTFA, 
Sigma, США). В качестве стандартных образцов 
использованы 4-метоксибензойная кислота (вну-
тренний стандарт); индол-1-уксусная кислота 
(ИУК-1); индол-3-уксусная кислота (ИУК-3); ин-
дол-3-карбоновая кислота (ИКК); индол-3-пропи-
оновая кислота (ИПК); индол-3-масляная кислота 
(ИМК) (Sigma, США).

Хромато-масс-спектрометрия. Анализ подготов-
ленных образцов проводили методом газожидкостной 
хроматографии с использованием хромато-масс-спек-
трометра 5973N/6890N MSD/DS (Agilent Technologies, 
США). Объем вводимой пробы составил 2 мкл, тем-
пература испарителя – 250 °C, источника ионов – 
230 °C, детектора – 150 °C, линии, соединяющей хро-
матограф с масс-спектрометром, – 280 °C. Диапазон 
сканирования – 41–450 а. е. м. Капиллярная колонка 
HP-5MS (30 м × 0,250 мм × 0,50 мкм), неподвижная 
фаза – 5 %-й фенил-метилполисилоксан, градиент 
температуры – от 70 до 280 °C со скоростью 5 °C/мин,  
затем – от 280 до 300 °C со скоростью 20 °C/мин.  
Подвижная фаза – гелий, скорость потока газа  
1 мл/мин. Разделение потоков 5:1. Масс-спектрометр – 
квадруполь, способ ионизации – электронный удар 
(EI) (энергия ионизации – 70 эВ). Анализ проводили 
в режиме поиска отдельных ионов (SIM). Характер-
ные ионы 4-метоксибензойной кислоты и TMS-про-
изводных: 4-метоксибензойная кислота (внутренний 
стандарт) – 267, 223, 193, 282, 268; ИУК-1–130, 248, 
232, 247; ИУК-3–202, 319, 129, 304, 203; ИКК – 246, 
305, 290, 216; ИПК – 202, 333, 203, 215; ИМК – 202, 
347, 215, 130, 203. Для идентификации фитогормонов 
использовали сравнение времени их удерживания 
со временем удерживания стандартов, а также би-
блиотеки масс-спектров NIST05 и WILEY7.

Обработку полученных результатов проводи-
ли с помощью однофакторного дисперсионного 
анализа One Way ANOVA в программе SigmaPlot 
12.5. Результаты представлены в виде boxplot-ди-
аграммы с медианными значениями концентрации 
фитогормона (нг/г сухой массы), с 25 и 75 %-ми 
квартилями, max и min значениями параметра. 
Достоверность различий сравниваемых значений 
оценивали с помощью метода Стьюдента–Ньюма-
на–Кеулса (P˂0,05).

 ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Результаты проведенных исследований показа-

ли, что, помимо ИУК-3, в тканях яблони сибирской 
содержались следующие ауксины: индол-3-масля-
ная кислота, индол-1-уксусная кислота, индол-3-кар-
боновая кислота, индол-3-пропионовая кислота.

Как видно из рис. 1, ауксином в коре обеих 
форм яблони являлась ИУК-3, содержание кото-

Рис. 1. Содержание (нг/г сухой массы) эндогенных 
ауксинов в коре карликовой и высокорослой  

Malus baccata L. Borkh.  
(ИУК-1 – индол-1-уксусная кислота,  
ИУК-3 – индол-3-уксусная кислота,  
ИКК – индол-3-карбоновая кислота,  

ИПК – индол-3-пропионовая кислота,
ИМК – индол-3-бутановая (масляная) кислота; n=4)

Fig. 1. Content (ng/g of dry mass) of endogenous auxins 
in the bark of dwarf and tall

Malus baccata L. Borkh.  
(ИУК-1 – indole-1-acetic acid,  
ИУК-3 – indole-3-acetic acid,

ИКК – indole-3-carboxylic acid,  
ИПК – indole-3-propionic acid,  

ИМК – indole-3-butanoic (butyric) acid; n=4)
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рой у высокорослой яблони составляло 695,9 нг/г  
сухой массы (медианное значение), а у карли-
ковой яблони – 1147,4 нг/г сухой массы (меди-
анное значение). ИУК-1 в тканях коры обеих 
форм яблони было около 23 нг/г сухой массы. 
Содержание ИКК, ИПК в коре карликовой яблони 
составляло 215,0 и 55,9 нг/г соответственно, 
в коре высокорослой яблони – 112,8 и 156,9 нг/г 
сухой массы (медианное значение) соответствен-
но. Особый интерес представляет факт обнару-
жения в тканях коры обеих форм ИМК, причем 
в коре карликовой формы этого ауксина было 
заметно меньше, чем в коре высокорослой: 86,9 
и 301,2 нг/г сухой массы (медианное значение) 
соответственно. Как уже указывалось выше, 
ранее у растений рода Malus не было показано 
наличие этого соединения.

В результате анализа количественного и ка-
чественного состава ауксинов в тканях завязи 
2-х форм яблони сибирской (рис. 2) было уста-
новлено, что, как и в тканях коры этих 2-х форм, 
основным ауксином является ИУК. Его содержа-
ние в этих органах значительно отличалось: в вы-
сокорослой оно составляло 16719,0 нг/г сухой 
массы (медианное значение), а в карликовой – 
3357,0 нг/г сухой массы (медианное значение). 
ИМК в этих тканях также была обнаружена, и ее 
содержание составляло 52,1 нг/г сухой массы 
(медианное значение) в высокорослых и 73,1 нг/г 
сухой массы (медианное значение) у карликов, 
что сравнимо с соответствующим показателем 
для камбиальных слоев коры соответствующих 
генотипов. Известно, что в развивающихся се-
менах происходит активный синтез ауксинов 
[5]. Поэтому возможно, что сравнительно низ-
кое содержание ауксинов в плодах карликовой 
формы яблони сибирской связано с меньшим 
количеством семян, характерным для карлико-
вого статуса.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенными исследованиями впервые об-

наружено присутствие ИМК в быстрорастущих 
тканях яблони сибирской как в камбиальном 
слое однолетнего прироста во время интенсив-
ного сокодвижения, так и в завязавшихся плодах 
на стадии активного роста. Как и в ряде других 
растений, ее содержание было существенно ниже 
уровня эндогенной ИУК [5]. Интересно отметить, 
что в немногочисленных работах, посвящен-
ных способам укоренения яблони сибирской, 
показано, что индукция образования боковых 
корней в черенках возможна и без добавления 
ИМК. Например, в работе [20] была использо-
вана нафтилуксусная кислота. В исследовании 
[22] применяли ИМК, но ее концентрация была 
на порядок меньше, чем обычно используют для 
укоренения яблони домашней [6]. Можно предпо-
ложить, что меньшая чувствительность образо-
вания боковых корней к добавлению экзогенной 
ИМК у черенков яблони сибирской объясняется 
наличием эндогенной ИМК в ее тканях.

Рис. 2. Содержание (нг/г сухой массы) эндогенных 
ауксинов в завязи карликовой и высокорослой  

Malus baccata L. Borkh. (ИУК-1 – индол-1-уксусная 
кислота, ИУК-3 – индол-3-уксусная кислота,

ИКК – индол-3-карбоновая кислота,  
ИПК – индол-3-пропионовая кислота,  

ИМК – индол-3-бутановая (масляная) кислота.  
*– достоверность различий сравниваемых значений 

рассчитана с помощью метода Стьюдента–Ньюмана–
Кеулса, P˂0,05, n=4)

Fig. 2. Content (ng/g of dry mass) of endogenous auxins 
in the ovary of dwarf and tall

Malus baccata L. Borkh. (ИУК-1 – indole-1-acetic acid, 
ИУК-3 – indole-3-acetic acid,  

ИКК – indole-3-carboxylic acid,  
ИПК – indole-3-propionic acid,  

ИМК– indole-3-butanoic (butyric) acid.
*– reliability of differences between compared values is 
calculated using the Student–Newman–Keuls method, 

P˂0.05, n=4)
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Аннотация. Проблема дезинфекции поверхностей начиная с 2020 года по текущее время особенно ак-
туальна, в связи с чем подходы к ее реализации стали расширяться. Классические дезинфицирующие 
средства в виде концентрированных растворов или растворимых таблеток не в полной мере могут 
удовлетворить потребности при проведении мероприятий по антимикробной протекции поверхностей 
ввиду необходимости их регулярного повторения, что приводит к большому расходу средств, которые 
за последние два года подорожали на 30–50%. Поэтому для удешевления процедуры дезинфекции и увели-
чения ее эффективности предложен подход по созданию средств с пролонгированным действием путем 
формирования пленкообразующих антимикробных компонентов с хорошими адгезионными свойствами 
к различным поверхностям. Кроме того, такие системы могут найти применение в качестве добавок 
к лакокрасочным покрытиям на основе водных эмульсий на этапе косметического ремонта лечебно- 
профилактических учреждений. Такие материалы могут значительно замедлить скорость распростра-
нения вредоносной микрофлоры, а также обеспечить длительную защиту от нее. Для реализации такого 
подхода был разработан состав полимер-полимерной смеси на основе поливинилового спирта и полигек-
саметиленгуанидин гидрохлорида. Следует отметить, что гуанидинсодержащие полимеры проявляют 
высокую антимикробную активность и низкую токсичность по отношению к человеку, также они широко 
используются в качестве активных агентов дезинфицирующих средств. Поливиниловый спирт является 
отличным пленкообразующим полимером и обладает хорошими адгезионными свойствами, нетоксичен и 
химически инертен. Таким образом, применение таких добавок может существенно снизить распростра-
нение вредоносной микрофлоры, особенно на объектах с повышенной социальной нагрузкой.

Ключевые слова: полигексаметиленгуанидин гидрохлорид, поливиниловый спирт, антимикробная 
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Abstract. Since 2020, surface disinfection has become particularly relevant thus requiring improved approaches 
to its implementation. Conventional disinfectants comprising concentrated solutions or soluble tablets fail to 
fully comply with the need for antimicrobial protection of surfaces, calling for their repetitive application. This 
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leads to considerable expenses, with the price of disinfectants rising by 30–50% over the past two years. In 
this article, agents characterised by prolonged action due to film-forming antimicrobial components having 
good adhesion to various surfaces are developed in order to reduce the cost of the disinfection procedure and 
increase its efficiency. In addition, such systems can be used as additives to water paint coatings for minor 
maintenance of medical and preventive institutions. These materials can significantly reduce the growth rate 
of the harmful bacteria population, as well as provide long-term protection against it. In order to implement this 
approach, the polymer-polymer composition based on polyvinyl alcohol and polyhexamethylene guanidine 
hydrochloride was developed. It should be noted that guanidine-containing polymers are characterised by 
high antimicrobial activity and low human toxicity, being also widely used as active agents in disinfectants. 
An excellent film-forming polymer exhibiting good adhesive properties, polyvinyl alcohol is non-toxic and 
chemically inert. Thus, the use of such additives can significantly reduce the extension of harmful bacteria, 
especially in crowded public areas.
Keywords: polyhexamethylene guanidine hydrochloride, polyvinyl alcohol, antimicrobial activity, films
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ВВЕДЕНИЕ
На сегодняшний день в медицинской практике 

применяется значительное количество различных 
дезинфицирующих средств (ДС), имеющих в сво-
ем составе вещества синтетического и природно-
го происхождения. Однако рост резистентности 
микроорганизмов к действию ДС приводит к по-
нижению их эффективности. Наиболее остро эта 
проблема проявляется в лечебно-профилактиче-
ских учреждениях в виде внутрибольничных ин-
фекций (ВБИ), поэтому для подавления роста та-
ких штаммов бактерий традиционно используется 
ротация ДС [1]. Недостатком такого подхода яв-
ляется наличие бактерий, проявляющих устойчи-
вость ко всем видам ДС, что подтверждается дан-
ными мониторинга [2]. Решение данной проблемы 
возможно путем реализации подхода применения 
соединений, обладающих высокой антимикроб-
ной активностью в составе полимер-полимер-
ной смеси, и нанесении ее на поверхность либо 
в качестве самостоятельного средства, либо при 
добавлении в водоэмульсионные краски для 
обеспечения пассивной защиты от вредоносной 
микрофлоры. В качестве антимикробного агента 
предлагается использовать полигексаметиленгу-
анидин гидрохлорид, характеризуемый высокой 
антимикробной активностью и низкой токсично-
стью [3–7], а в качестве пленкообразующего по-
лимера – поливиниловый спирт [8–18].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Синтез полигексаметиленгуанидин гидрох-

лорида. Синтез произведен путем поликонден-
сации в расплаве гуанидин гидрохлорида (ГГХ) 
и гексаметилендиамина (ГМДА) при температуре 
165 °С в течение 6 ч. ГМДА (99,5%, CAS: 124-09-4,  
Франция) и ГГХ (98%, CAS: 50-01-1, Германия) 
производства Acros Organics использовали без 
предварительной очистки. Соотношение мономе-

ров ГГХ:ГМДА составило 1:1,3, в результате чего 
был получен полигексаметиленгуанидин гидрох-
лорид (ПГМГгх) с разветвленной топологией ма-
кромолекулярной цепи и средневязкостной моле-
кулярной массой Mv = 2730. 

Получение пленочных материалов. Пленоч-
ные материалы были получены путем полива на 
стеклянную подложку совместных устойчивых 
водных растворов поливинилового спирта (ПВС)  
с Mv= 87000 (CAS 9002-89-5, ГОСТ 10779-78, Рос-
сия) и ПГМГгх с 8, 10, 12, 15 масс.% содержанием 
второго по следующей схеме (рис. 1) [19]. 

Полученные материалы были исследованы на 
базе Центра коллективного пользования Байкаль-
ского института природопользования СО РАН на 

Рис. 1. Схематичное изображение получения
пленочного материала на основе поливинилового 
спирта и полигексаметиленгуанидин гидрохлорида

Fig. 1. Scheme for obtaining a film material based 
onpolyvinyl alcohol and polyhexamethylene guanidine 

hydrochloride
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электромеханической разрывной машине Instron 
3367 (Instron, США). 

Краевой угол смачивания пленок определялся 
методом сидячей капли по ГОСТ 7934.2-74.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Ранее в работе [19] были получены пленочные 

материалы на основе ПВС и ПГМГгх, было уста-
новлено, что наибольшее содержание ПГМГгх в 
пленке составляет 15%. Это в первую очередь 
связано с резко ухудшающимися механическими 
свойствами материалов с большим содержанием 
ПГМГгх. В рамках данной работы был проведен 
тест пленок на разрывной машине, показавший, 
что наилучшим результатом на прочность и растя-
жение является пленка, содержащая 10% ПГМГгх 
(таблица). Вероятно, это связано с тем, что более 
низкомолекулярный ПГМГгх выступает в роли 
пластификатора в этой системе и его добавка 
в небольшом количестве (до 10%) увеличивает 
эластичность материала по сравнению с пленка-
ми из чистого ПВС. 
Сводная таблица механических характеристик 
пленочных материалов на основе поливинилового 
спирта и полигексаметиленгуанидин гидрохлорида 
Mechanical characteristics of film materials based on 
polyvinyl alcohol and polyhexamethylene guanidine 
hydrochloride

№  
образца

Содержание 
полигекса- 

метиленгуанидин 
гидрохлорида

Максимальное 
растяжение при 

разрыве (%)

Прочность 
на разрыв 

(МПа)

1 8% 6,12 38,76
2 10% 6,18 39,30
3 12% 6,82 36,63
4 15% 2,97 35,10
5 ПВС 5,81 34,45

Значения краевого угла смачивания (θ) (рис. 2)  
находятся в пределах 15°<θ<37°, что говорит о ги-
дрофильности пленок и предопределяет их хоро-
шую адгезию к поверхностям. Следует отметить, 
что с увеличением содержания ПГМГгх θ увеличи-
вается, что можно объяснить образованием боль-
шего числа межмолекулярных водородных связей 
между концевыми аминогруппами разветвлен-
ного ПГМГгх и гидроксильными группами ПВС,  
а с учетом образования устойчивых совместных 
водных растворов можно утверждать о хорошей 
термодинамической совместимости этих поли-
меров. 

Было проведено исследование антими-
кробной активности ПГМГгх по отношению к 
резистентным штаммам микроорганизмов, по-
казавшее, что наибольшее угнетение (100%) 
наблюдалось для грибов Candida albicans 
и Staphylococcus aureus, в то время как 
для Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter 

baumannii, Klebsiella pneumoniae не превышало 
41%, что говорит о сильно выраженной мульти-
резистентности к действию дезинфектантов, в 
том числе и антибиотиков [20].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Получены материалы на основе полимер-по-

лимерной смеси поливинилового спирта и поли-
гексаметиленгуанидин гидрохлорида, которые 
охарактеризованы физико-химическими мето-
дами анализа. Проведено исследование меха-
нических характеристик, и определен краевой 
угол смачивания. Наилучшими механическими 
характеристиками обладает пленка, содержа-
щая 10% полигексаметиленгуанидин гидрохло-
рида. Показано, что полимер-полимерная смесь 
проявляет антимикробную активность по отно-
шению к микроорганизмам Candida albicans и 
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, 
Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae, 
являющимся мультирезистентными, в частности 
к антибиотикам.

Дальнейшее развитие исследований будет 
направлено на получение композиций поли-
мер-полимерной смеси с водоэмульсионными 
красками и на оценку длительности их антими-
кробного действия по отношению к вредоносной 
микрофлоре, проявляющей в том числе мульти-
резистентность к действию антибиотиков и про-
чих ДС.

Рис. 2. Результаты определения краевого угла 
смачивания пленочных материалов на основе 

поливинилового спирта и полигексаметиленгуанидин 
гидрохлорида: 

1 – 8% ПГМГгх; 2 – 10% ПГМГгх; 3 – 12% ПГМГгх;  
4 – 15% ПГМГгх 

Fig. 2. Contact angle of film materials based on polyvinyl 
alcohol and polyhexamethylene guanidine hydrochloride: 
1 – 8% PHMGgh; 2 – 10% PHMGgh; 3 – 12% PHMGgh; 

4 – 15% PHMGgh
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Исследование возможности модификации  
нетканых материалов хлоргексидином с целью придания 

антибактериальных свойств
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Аннотация. В данной работе показана возможность модификации нетканого материала Холлофай-
бер® раствором хлоргексидина биглюконата 0,05% с целью придания противомикробной активности, 
т. к. данные материалы планируются для использования в новых медицинских изделиях, в частности 
для раневых повязок. Одним из этапов разработки раневой повязки на основе нетканого материала Хол-
лофайбер® являлось придание антисептических свойств. Пропитка раствором хлоргексидина наносилась 
распылением с помощью пульверизатора, на поверхность нетканого материала раствор оседал в виде 
капель. Препарат наносили с 2-х сторон на образцы размером 210×297 мм. Образцы материалов после 
пропитки сушили до постоянной массы. Время просушки Холлофайбер® ВОЛЮМЕТРИК Р 84 составило 
10 мин. Возможность придания антибактериальных свойств модифицированному нетканому материалу 
оценивали следующими методами: модифицированным диско-диффузионным (ДДМ) методом, измере-
нием антибактериальной активности на поверхности пластмасс и других непористых материалов,  
 ISO-22196. Зона задержки роста бактерий Staphylococcus aureus для нетканых материалов Холлофайбер®, 
обработанных раствором хлоргексидина биглюконата 0,05%, составляет 17 мм, что свидетельствует 
о бактерицидных свойствах исследуемого материала. Кроме того, это подтверждается снижением 
количества бактерий после 24-часовой инкубации тест-микроорганизма в присутствии полимера. 
Процент гибели клеток Staphylococcus aureus составляет 99%. Таким образом, результаты прове-
денных исследований свидетельствуют о том, что нетканый материал Холлофайбер® для придания 
антибактериальных свойств может быть обработан раствором хлоргексидина биглюконата 0,05%. 
Вещество, которым был обработан опытный образец, остается в материале после сушки и проявляет 
антибактериальный эффект.
Ключевые слова: нетканый материал, Холлофайбер®, раствор хлоргексидина биглюконата, 
Staphylococcus aureus, бактерицидный эффект
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Modification of nonwoven fabrics with chlorhexidine  
to impart antibacterial properties

Maria S. Lisanevich, Elena V. Perushkina
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Corresponding author: Maria S. Lisanevich, lisanevichm@gmail.com
Abstract. This paper addresses the possibility of modifying the Holofiber® nonwoven fabrics with a 0.05% solution 
of chlorhexidine bigluconate in order to impart antimicrobial properties, since these materials are planned for medical 
use, in particular wound dressings. One stage in the development of a wound dressing based on nonwoven Holofiber® 
involved its impregnation with chlorhexidine by spraying a solution using a spray gun; the solution accumulated on 
the surface of the nonwoven fabrics in the form of drops. The agent was applied on both sides of samples having 
dimensions of 210×297 mm. Samples following impregnation were dried to a constant weight. The drying time of 
Holofiber® VOLUMETRIC P 84 amounted to 10 min. The antibacterial properties of modified nonwoven fabrics were 
evaluated by the following methods: modified disc diffusion (DDM) method, measurement of antibacterial activity on 
the surface of plastics and other non-porous materials, ISO-22196. The inhibition zone of Staphylococcus aureus 
bacteria for Holofiber® nonwoven fabrics treated with 0.05% chlorhexidine bigluconate solution amounted to 17 mm, 
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ВВЕДЕНИЕ
Под наименованием Холлофайбер® выпускается 

широкий спектр синтетических объемных нетканых 
материалов (НМ) [1], широко применяемых для про-
изводства одежды, обуви, строительных материалов, 
мебели, игрушек, туристических снаряжений. Благо-
даря научным исследованиям на основе нетканого 
материла Холлофайбер® получают различные инно-
вационные изделия [2–7]. На данный момент активно 
ведутся разработки медицинских изделий на основе 
НМ Холлофайбер®, в частности разрабатывается 
раневая повязка для медицины [8].

В более ранних работах были изучены потреби-
тельские свойства НМ Холлофайбер®, в том числе 
для изготовления раневых повязок, и на основании 
полученных данных был выбран оптимальный НМ [8]. 
Также было показано, что НМ Холлофайбер® стоек 
к радиационной стерилизации [9].

Одним из этапов разработки раневой повязки 
на основе НМ Холлофайбер® являлось придание 
антисептических свойств. 

В работе был выбран метод физического моди-
фицирования, т. к. для производства данный метод 
наиболее оптимален по технологическому внедре-
нию [10–14]. 

Однако стоит отметить тот факт, что довольно 
часто реагент не закрепляется на волокна НМ и тем 
самым не проявляется антисептический эффект, 
таким образом, исследование асептических свойств 
модифицированных НМ является актуальным. 

В качестве антибактериального раствора был 
выбран раствор хлоргексидина биглюконата 0,05% 
благодаря низкой цене, доступности, а главное, его 
выраженному антимикробному действию и отсутствию 
сообщения о наличии резистентности патогенных 
микроорганизмов к хлоргексидину, несмотря на бо-
лее чем 60-летний период активного применения 
препарата в клинике [15–17]. 

Целью данной работы является исследование 
возможности модификации НМ Холлофайбер® раство-
ром хлоргексидина биглюконата 0,05% для придания 
антибактериальной активности, т. к. данные матери-
алы планируется использовать в новых медицинских 
изделиях, в частности для раневых повязок.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Объектами исследований являлись НМ Холлофай-

бер® ВОЛЮМЕТРИК Р 84 с поверхностной плотностью 
150 г/м2 (производство ООО «Термопол», г. Москва) 
и модификатор – 0,05% раствор хлоргексидина би-
глюконата.

Пропитка наносилась распылением с помощью 
пульверизатора. При распылении на поверхность 
НМ раствор оседал в виде капель. Препарат нано-
сили с 2-х сторон на образцы размером 210×297 мм. 
Образцы материалов после пропитки сушили до по-
стоянной массы. Время просушки Холлофайбер® 
ВОЛЮМЕТРИК Р 84 составило 10 мин до постоянного 
веса (табл. 1).

Были исследованы образцы материалов со сле-
дующими обозначениями: контрольный (К) – НМ 
Холлофайбер® ВОЛЮМЕТРИК Р 84; модифициро-
ванный (М) – НМ Холлофайбер® ВОЛЮМЕТРИК Р 
84, модифицированный раствором хлоргексидина 
биглюконата 0,05%.

Антибактериальную активность модифицирован-
ного хлоргексидином НМ в отношении Staphylococcus 
aureus исследовали методами дисковой диффузии 
на мясо-пептонном агаре (МПА) и в соответствии 
с требованиями ISO-22196 на поверхности полимера 
без добавления компонентов питательной среды.

В экспериментальных исследованиях применяли 
модифицированный диско-диффузионный метод 
определения чувствительности микробных клеток, 
который основан на способности антибактериальных 
препаратов диффундировать из полимерных мате-

which indicates the bactericidal properties of the studied material. In addition, it was confirmed by a decrease in 
the number of bacteria following the 24-hour incubation of a test microorganism in the presence of a polymer. The 
percentage of Staphylococcus aureus cell death equalled 99%. These results indicate that the nonwoven Holofiber® 
fabrics can be treated with a solution of chlorhexidine bigluconate 0.05% to impart antibacterial properties, since the 
substance used for treating a sample remains in the material following drying and exhibits an antibacterial effect.

Keywords: nonwoven fabric, Holofiber®, chlorhexidine bigluconate solution, Staphylococcus aureus, bactericidal effect
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Таблица 1. Контроль количества раствора хлоргексидина биглюконата, наносимого на образцы материалов  
Table 1. Control of the amount of chlorhexidine bigluconate solution applied to materials

Материал

Масса 
образца 

до сушки, 
г

Масса 
образца после 
опрыскивания 

препаратом 1.1, г

Количество нанесенного 
раствора по отношению 

к массе образца 
до просушки, %

Масса  
образца, 

после сушки 
10 мин, г

Количество нанесенного 
раствора по отношению 
к массе образца после 

просушки, %
Холлофайбер® 
ВОЛЮМЕТРИК Р 84 7,85±0,54  20,46±0,73 61,63±0,07 13,87±0,55 11,74±0,09
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риалов в питательную среду, при этом угнетается 
рост микробных клеток. В качестве тест-культуры 
использовали бактерии Staphylococcus aureus ATCC 
25923. Методика приготовления микробной суспен-
зии, инокуляции и инкубации чашек не отличается 
от стандартного исследования1. Оптическая плот-
ность инокулята визуально соответствовала стан-
дарту мутности 0,5 по Мак-Фарланду1, количество 
биомассы инокулята St. aureus определено методом 
количественного учета жизнеспособных клеток, оно 
составило 1,5×108 КОЕ/см3. Особенностью методики 
исследования является определение чувствитель-
ности стафилококков к компонентам НМ Холлофай-
бер®, для чего использовали диски опытного образца, 
модифицированного антисептиком, и контрольного 
образца НМ без его добавления. Необходимо от-
метить, что поверхностный высев инокулята (1 см3) 
проводили на чашку Петри со стерильной средой – 
мясо-пептонный агар (толщина слоя среды 4±0,5 мм). 
Поверхность среды высушили и нанесли диски моди-
фицированного и контрольного НМ диаметром 10 мм 
на расстоянии 2 см друг от друга и от края в количе-
стве 3 штук на 1 чашку Петри, что соответствовало 
3-кратной повторности проведения эксперимента. 
Посевы инкубировали в термостате при температуре  
35 °С в течение 24 ч. После инкубации определили 
диаметр зон задержки роста бактерий в присутствии 
полимерных образцов на темной матовой поверхно-
сти с точностью до 1 мм [18, 19]. При измерении зон 
задержки роста ориентировались на зону полного 
подавления видимого роста. 

Количественный метод оценки антибактериаль-
ных свойств (ISO-22196) полимерных материалов 
предусматривает культивирование микроорганизма 
на поверхности полимера без добавления компо-
нентов питательной среды. В стерильные чашки 
Петри помещали исследуемый образец нетканого 
модифицированного материала или контрольного 
материала размером 50×50 мм. На поверхность 
образца дозировали 0,40 см3 инокулята St. аureus, 
стерильно распределяя бактериальную суспензию 
по поверхности образцов. Опытные системы инку-
бировали при температуре 35 °С в течение 24 ч, 
после чего провели удаление микробной биомассы 
с поверхности полимерных образцов стерильным 
раствором фосфатного буфера. Для количественного 
учета клеток St. aureus на поверхности материала 
проводили высев 0,10 см3 суспензии на стерильную 
питательную среду МПА методом Коха с последу-

ющим термостатированием при температуре 35 °С 
в течение 24 ч. Микробиологические исследования 
свойств полимерных материалов были выполнены 
в 3-х биологических повторностях для серии образ-
цов согласно 2-м описанным методикам испытаний. 
Результаты количественного учета жизнеспособных 
клеток тест-микроорганизма на поверхности НМ 
статистически обработаны с определением сред-
него арифметического значения и стандартного 
отклонения.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В данных исследованиях диско-диффузионное 

определение чувствительности клеток микробов 
основано на способности антибактериального 
препарата диффундировать в питательные сре-
ды из полимерного материала, препятствуя росту 
микроорганизмов.

В табл. 2 и на рис. 1 представлены данные 
измерения зон задержки роста микроорганизмов 

Исследуемый образец Название материала
Диаметр зоны  

задержки роста  
бактерии, dср, мм

Контрольный (К) Холлофайбер® ВОЛЮМЕТРИК Р 84 отсутствует 

Модифицированный (М) Холлофайбер® ВОЛЮМЕТРИК Р 84, модифицированный  
раствором хлоргексидина биглюконата 0,05% 17±1

Таблица 2. Зона задержки роста микроорганизмов представленных образцов 
Table 2. Zone of microorganisms’ growth inhibition of the presented samples

Рис. 1. Внешний вид выросших в присутствии 
полимерных образцов колоний Staphylococcus aureus: 

К – контрольный (a), М – модифицированный (b)
Fig. 1. Appearance of Staphylococcus aureus colonies 

grown in the presence of polymer samples:  
K – control (a), M – modified (b)

а

b

1МУК 4.2.1890-04 Определение чувствительности микроорганизмов к антибактериальным препаратам:  
Методические указания. М.: Федеральный центр госсанэпиднадзора Минздрава России, 2004. 91 с.
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в присутствии НМ Холлофайбер®, модифициро-
ванного раствором хлоргексидина биглюкона- 
та 0,05%.

Зона задержки роста тест-микроорганизма 
в присутствии НМ Холлофайбер®, обработанных 
раствором хлоргексидина биглюконата 0,05%, 
составляет 17±1 мм. Полученное значение отли-

чается от известных ранее экспериментальных 
результатов, например, сотрудниками Централь-
ного научно-исследовательского института стома-
тологии и челюстно-лицевой хирургии Миндзрава 
России установлена антимикробная активность 
раствора хлоргексидина биглюконата в концентра-
ции 0,05% для бактерий St. aureus с зоной задерж-

Исследуемый образец Название материала
Количество бактерий 

Staphylococcus 
aureus, КОЕ/см3

Контрольный (К) Нетканый материал Холлофайбер® (75,11±2,10)×106

Модифицированный (М) Нетканый материал Холлофайбер®, обработанный  
раствором хлоргексидина биглюконата 0,05% (0,53±0,05)×106

Таблица 3. Число жизнеспособных клеток для исходного и модифицированного полимерного материала 
Table 3. Number of viable cells for initial and modified polymeric material

Рис. 2. Колонии бактерий Staphylococcus aureus ATCC 25923, выросших на мясо-пептонном агаре из смывов 
с поверхности нетканого материала Холлофайбер®: а – контрольный; b – модифицированный,  

обработанный раствором хлоргексидина биглюконата 0,05%
Fig. 2. Colonies of bacteria Staphylococcus aureus ATCC 25923 grown on beef-peptone agar from swabs  

from the surface of non-woven material Hollofiber®: a – control; b – modified, treated with a solution  
of chlorhexidine bigluconate 0.05%

а b

ки роста 33 мм. Однако необходимо подчеркнуть, 
что в настоящем исследовании использовали 
антисептик в высушенном виде и равномерно 
распределенным на поверхности волокнистого 
материала Холлофайбер®, что может являться 
фактором, замедляющим диффузию хлоргекси-
дина в толщу питательной среды и снижающим 
его влияние на рост тест-объекта.

В табл. 3 представлены экспериментально 
полученные и рассчитанные значения жизнеспо-
собных клеток (КОЕ/см3) бактериальной суспензии 
для образцов Холлофайбер®. Выбранный метод 
тестирования полимеров позволяет количественно 
оценить гибель клеток тест-микроорганизма на по-
верхности образца исследуемого и контрольного 
материала (рис. 2).

Исследуемый материал Холлофайбер®, об-
работанный раствором хлоргексидина биглюко-
ната 0,05%, обладает бактерицидным эффектом 
по отношению к St. aureus. Это подтверждается 
снижением количества бактерий после 24-часовой 
инкубации в присутствии полимера (см. табл. 3). 
Процент гибели клеток тест-объекта St. aureus 
составляет 99%.

В дальнейшем планируется провести клини-
ческие испытания данной повязки.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, результаты проведенных ис-

следований свидетельствуют о том, что нетка-
ный материал Холлофайбер® для придания ан-
тибактериальных свойств может быть обработан 
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раствором хлоргексидина биглюконата 0,05%. 
Вещество, которым был обработан опытный об-
разец, остается в материале после сушки и про-

являет антибактериальный эффект в отношении 
Staphylococcus aureus.
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