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Особенности молекулярного строения замещенных азолов, 
содержащих биологически активный гетероцикл,  
а также их комплексов по данным спектроскопии  

ЯМР высокого разрешения
В.К. Воронов

Иркутский национальный исследовательский технический университет, 
г. Иркутск, Российская Федерация

Аннотация. Проведен анализ строения и состава молекулярных (многоэлектронных) систем по спектрам ядерно-
го магнитного резонанса (ЯМР), полученным от ядер атома водорода и углерода – ЯМР 1Н и 13С. В ряде случаев 
проводились квантово-химические расчеты. Кроме 1Н и 13С, использовались также спектры ЯМР от других ядер. 
Изучалось пространственное и электронное строение молекул различных классов, содержащих в своем составе 
гетероатомы (азот, кислород, серу, кремний, фосфор), а также различные функциональные группы. Серия работ 
относится к изучению координационных соединений (диамагнитных и парамагнитных), а также комплексных 
соединений донорно-акцепторного типа. Установлены области значений параметров спектров ЯМР (химических 
сдвигов и констант спин-спинового взаимодействия, включая величины дальних констант спин-спинового взаи-
модействия, характерные для азольного цикла) и наиболее известных функциональных групп, входящих в состав 
замещенных имидазолов и пиразолов. Показано, что указанные параметры могут быть использованы для уста-
новления пространственного и электронного строения вновь синтезируемых соединений, содержащих азольный 
гетероцикл. Проведен анализ спектров ЯМР 1Н и 13С растворов комплексов 1-винилимидазола с хлоридами мар-
ганца, кобальта, никеля и меди, а также с органилгалогенстаннанами (C2H5)3 SnX. Доказано, что в растворе пара-
магнитных комплексов 1-винилимидазола с хлоридами элементов первой переходной группы координирующий 
атом имеет октаэдрическое окружение, причем четыре молекулы лиганда занимают экваториальное положение. 
Структура диамагнитных комплексов этого азола с органилгалогенстаннанами представляет собой тригональную 
бипирамиду. Отработан метод изучения молекулярного строения, основанный на использовании явления ЯМР 
в парамагнитных системах. Рассмотрены примеры (производные 1-замещенных азолов) применения спектров 
ЯМР, измененных сверхтонким взаимодействием, для решения различного рода задач, связанных со строением 
и внутримолекулярной динамикой многоэлектронных систем.
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Molecular structure of substituted azoles, containing  
a biologically active heterocycle, and their complexes according  

to high-resolution NMR spectroscopy
Vladimir K. Voronov

Irkutsk National Research Technical University, Irkutsk, Russian Federation 

Abstract. The structure and composition of many-electron molecular systems were analysed by nuclear magnetic 
resonance (NMR) spectra obtained from hydrogen and carbon atom nuclei, NMR1H and 13C. In some cases, quantum 
chemical calculations were carried out. In addition to 1N and 13C, NMR spectra from other nuclei were also used. 
The spatial and electronic structure of molecules of various classes containing heteroatoms (nitrogen, oxygen, 
sulphur, silicon and phosphorus), as well as various functional groups, were studied. A series of papers deal with 
coordination compounds (diamagnetic and paramagnetic), as well as complex compounds of a donor-acceptor 
type. Parameter domains of NMR spectra — chemical shifts and spin-spin interaction constants — were determined, 
including the values of long-range spin-spin interaction constants characteristic of the azole cycle and well-known 
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ВВЕДЕНИЕ
Пятичленные гетероциклические соединения, содер-

жащие в цикле два или три атома азота, чрезвычайно 
распространены в природе. Они играют важную роль в 
биологических процессах и находят разнообразное при-
менение в медицине и технике. Так, соединения, вклю-
чающие пиразольный и имидазольный циклы, использу-
ются в качестве лекарственных препаратов, обладают 
широким спектром биологической активности. Среди 
них найдены регуляторы роста растений, дефолианты, 
гербициды, гипотензивные препараты. Это общепри-
нятые представления, объясняющие, в частности, не-
ослабевающий интерес исследователей к производным 
имидазола, пиразола и триазола, а также к их комплек-
сам с солями переходных металлов и различными элек-
троноакцепторами [1–6]. Данная заинтересованность 
во многом определяется необходимостью расширения 
ассортимента биологически активных соединений как 
основы получения новых лекарственных препаратов. 
Значимый вклад в этом направлении сделан Иркутским 
институтом химии Сибирского отделения РАН (до рас-
пада СССР – Иркутский институт органической химии 
Сибирского отделения АН СССР). В 60-х годах ХХ века 
в этом институте начались исследования химических 
и биологических свойств N-винилимидазолов и N-ви-
нилбензимидазолов под руководством профессоров  
Г.Г. Скворцовой и Е.С. Домниной. К этому времени ука-
занные соединения были фактически совершенно не 
изучены. В последующие годы круг изучаемых различ-
ных производных азолов значительно расширился. Ис-
следования соединений данного класса продолжаются 
и в настоящее время. Научным руководителем этих ра-
бот является академик РАН Б.А. Трофимов (см. публика-
ции [7–15] и приведенную там литературу). 

Проведенные исследования показали, в частности, 
перспективность использования в медицине комплекс-
ных соединений 1-винилазолов и поливинилазолов с 
солями кадмия, кобальта, никеля, железа, цинка в ка-
честве антидотов окиси углерода, стимуляторов эритро-
поэза, радиопротекторов, антигипоксантов, антисили-
козных препаратов. Однако практическое их использо-
вание в медицинских целях предполагало проведение 
исследований, направленных на установление моле-
кулярного строения и внутримолекулярной динамики 
указанных соединений. Именно такая информация не-
посредственно связана с физико-химическими и био-

логическими свойствами соединений, синтезируемых 
или выделяемых из природного сырья. В свою очередь, 
знание указанных свойств необходимо для получения 
веществ с прогнозируемыми свойствами, в том числе 
для создания конкретных лекарственных форм. 

Предметом исследований, результаты которых отра-
жены в настоящей публикации, являлся, прежде всего, 
анализ строения и состава молекулярных (многоэлек-
тронных) систем по спектрам ядерного магнитного 
резонанса (ЯМР), полученных от ядер атома водорода 
(методами протонного магнитного резонанса – ЯМР 1Н) 
и атома углерода (ЯМР 13С). В ряде случаев, кроме 1Н и 
13С, использовались также спектры ЯМР от других ядер. 
Ряд работ включал проведение квантово-химических 
расчетов. Изучалось пространственное и электронное 
строение молекул различных классов, содержащих 
в своем составе гетероатомы (азот, кислород, серу, 
кремний, фосфор), а также различные функциональные 
группы. Серия работ относится к изучению координаци-
онных соединений (диамагнитных и парамагнитных), 
а также комплексных соединений донорно-акцептор-
ного типа. Обсуждались конформационные переходы 
и таутомерия молекулярных систем, внутримолекуляр-
ные водородные связи, поворотная изомерия, конку-
рентная координация, природа связей металл–лиганд, 
механизмы химических превращений. Почти все изу-
ченные соединения и их комплексы являются новыми 
(впервые синтезированными либо выделенными из 
природного сырья). Среди изученных соединений име-
ется более пятидесяти производных азольного ряда. 
Результаты, представленные в данной работе, получе-
ны фактически в соответствии с планами химических и 
биологических исследований. 

В обозначенных выше задачах центральное место 
занимало установление спектральных проявлений осо-
бенностей пространственного и электронного строения 
исследуемых молекулярных систем. Часть исследова-
ний посвящена изучению особенностей явления ЯМР 
в парамагнитных системах, специфика которых опре-
деляется характером электронно-ядерного или сверх-
тонкого взаимодействия (СТВ) с участием электронов, 
локализованных на d- или f-орбиталях [16]. Результатом 
указанных исследований стало, в частности, создание 
метода спектрального анализа, основанного на исполь-
зовании закономерностей СТВ (метода парамагнитных 
добавок в спектроскопии ЯМР). Практически важный 

functional groups that make up substituted imidazoles and pyrazoles. It was shown that the indicated parameters 
can be used to establish the spatial and electronic structure of newly synthesized compounds containing an azole 
heterocycle. The study involved the analysis of NMR spectra 1H and 13C of solutions of 1-vinylimidazole complexes 
with manganese, cobalt, nickel and copper chlorides, as well as with organylhalogenostannanes (C2H5)3 SnX. In a 
solution of paramagnetic complexes of 1-vinylimidazole with chlorides of elements of the first transition group, the 
coordinating atom proved to have an octahedral environment, with four ligand molecules occupying the equatorial 
position. The structure of the diamagnetic complexes of this azole with organylhalogenostannanes is a trigonal 
bipyramid. A method for studying molecular structures based on NMR in paramagnetic systems is proposed. 
Examples (derivatives of 1-substituted azoles) of using NMR spectra modified by ultrafine interaction for solving 
various problems related to the structure and intramolecular dynamics of many-electron systems are provided.

Keywords: NMR spectroscopy, 1-substituted azoles, coordination compounds

For citation: Voronov V.K. Molecular structure of substituted azoles, containing a biologically active heterocycle, 
and their complexes according to high-resolution NMR spectroscopy. Izvestiya Vuzov. Prikladnaya Khimiya i 
Biotekhnologiya = Proceedings of Universities. Applied Chemistry and Biotechnology. 2023;13(1):6-16. (In Russian). 
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результат исследований явления ЯМР в парамагнитных 
комплексах состоит также в том, что продемонстриро-
вана реальная возможность получения нередко уни-
кальной информации о строении сложных молекуляр-
ных систем по спектрам ЯМР, трансформированных 
СТВ. В конечном счете данная информация также явля-
ется ключом к планированию направленного синтеза 
соединений, в том числе с прогнозируемыми харак-
теристиками. Результаты выполненных нами исследо-
ваний отражены в серии публикаций, включающих 5 
обзорных статей и 2 монографии. Эти результаты, как 
и характер проведенных исследований, иллюстрирует 
материал, изложенный далее. Достаточно полное опи-
сание приведено в публикациях [17–20], где можно 
найти ссылки и на другие наши работы. 

ЯМР 1-ВИНИЛИМИДАЗОЛА
В таблице приведены сдвиги (ω, м.д.) сигналов 

ЯМР 1Н и 13С в спектрах парамагнитного комплекса 
СоCl2  •  4ВИМ (I), а также диамагнитного комплекса 
R3  SnCl  •  ВИМ (II) по сравнению со спектром 1-винили-
мидазола, записанных в дейтерохлороформе. 

Как следует из таблицы, парамагнитные сдвиги сиг-
налов протонов и ядер углерода гетероцикла заметно 
больше (в среднем примерно на порядок) сигналов 
резонирующих ядер винильной группы. Они также 
одинакового знака. Это свидетельствует о том, что не-
спаренная спиновая плотность, попадающая на атом 
азота N-3 с парамагнитного координирующего иона 
кобальта, делокализуется далее преимущественно по 
σ-системе молекулы винилимидазола (ВИМ). Вместе с 
тем относительно большие сдвиги для ядер винильной 
группы, сопоставимое по величине значение ω для сиг-
налов протонов НА и НХ свидетельствуют о попадании 
неспаренной спиновой плотности также и в π-систему. 
Отсюда следует, что введение в имидазольное кольцо 
электронного заместителя должно влиять на электрон-
ную структуру ВИМ, а следовательно, и на ЯМР-спек-
тральные характеристики этого азола.

Примечательно, что больший по величине сдвиг 
сигнала протона НА в сравнении с протоном НВ соот-

ветствует тому факту, что в спектрах ЯМР замещен-
ных 1-винилпирролах наблюдается дальнее спин-спи-
новое взаимодействие через шесть связей протона 
Н-3 именно с протоном НА (J6

H(3),H(A) = 0,4 Гц, рис. 1), 
образующих W-фрагмент. 

Смысл этого вывода состоит в том, что в определен-
ных молекулярных системах возмущающее воздействие 
неспаренного электрона на лиганды в парамагнитном 
комплексе качественно соответствует воздействию спи-
на электрона в радикале и спина ядра в диамагнитной 
молекуле, изоструктурной радикалу и лиганду. Таким 
образом, согласно существующим представлениям о 
механизмах сверхтонкого взаимодействия в парамаг-
нитных системах (как σ-системы, так и π-системы) ВИМ 

Сдвиги в спектрах комплексов (I–II) по сравнению со спектром винилимидазола*

Shifts in the spectra of complexes (I–II) compared to the spectrum of vinylimidazole*

Комплекс НА НВ НХ Н-2 Н-4 Н-5 Сα Сβ С-2 С-4 С-5

I 4,60 2,40 4,64 32,74 26,81 27,57 41,08 23,99 360,18 257,68 191,15

II 0,18 0,17 0,18 0,27 0,01 0,20 -0,41 2,86 0,07 -2,42 0,96

Примечание. *– минус соответствует сдвигу в сильное поле. 

Рис. 1. Иллюстрация дальнего спин-спинового 
взаимодействия в замещенных пирролах через шесть 
связей (a) и делокализации неспаренной электронной 
спиновой плотности на протон НА молекулы винилимидазола 
в парамагнитном комплексе (b)

Fig. 1. Illustration of the long-range spin-spin interaction 
in substituted pyrroles through six bonds (a) and the 
delocalization of the unpaired electron spin density per HA 
proton of the vinylimidazole molecule in the paramagnetic 
complex (b)

a b

М = Со ВИМ В = ВИМ, X = Cl, R = C2H5
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участвуют в передаче указанного взаимодействия. Это 
обеспечивает специфику спектров ЯМР парамагнитных 
комплексов, образуемых данным азолом. 

При координации ВИМ с органилгалогенстаннаном
сигналы всех протонов образуемого комплекса смеща-
ются в слабое поле (см. таблицу), что свидетельствует 
об уменьшении электронной плотности на этих ядрах 
вследствие донорно-акцепторного взаимодействия 
ВИМ через атом азота N-3 ввиду координации. При этом 
значения ω протонов винильной группы сопоставимы 
со сдвигами сигналов протонов кольца. Исключение 
составляет сигнал протона Н-4, значения химического 
сдвига которого в спектре ЯМР 1Н диамагнитного ком-
плекса II и лиганда почти совпадают. Константы вици-
нального спин-спинового взаимодействия протонов 
винильной группы (JAX и JBX) в спектре комплекса II и 
свободного лиганда ВИМ совпадают. Однако констан-
та геминального взаимодействия β-олефиновых про-
тонов изменяется от 1,5 до 1,9 Гц. Это свидетельствует 
об изменении характера связи С–Н β-углеродного ато-
ма винильной группы в комплексе. Координация ВИМ 
приводит также к изменениям в экранировании ядер 
углерода и к смещению сигналов как в слабое, так и в 
сильное поле. Характерно, что наименьший сдвиг испы-
тывает сигнал от кольцевого атома С-2, в то время как 
наименьшее значение имеет сигнал протона, связанно-
го с углеродом С-4. Также следует обозначить еще одно 
экспериментальное наблюдение: константа спин-спино-
вой связи Sn-C-C-HJ117  увеличивается в комплексе II до 96,3 Гц 
по сравнению с некоординированным органилгалоген-
станнаном (C2H5)3 SnCl (91,8 Гц). 

В отличие от парамагнитного комплекса кобальта I 
структура диамагнитного комплекса ВИМ с триэтилга-
логенстаннаном R представляет собой тригональную 
бипирамиду. При этом атом олова имеет sp3d-гибри-
дизацию, и три алкильные группы стремятся стать 
копланарными, взаимодействуя с приблизительно 
sp2-орбиталями олова. Две другие связи должны быть 
dp-типа, через которые происходит связывание ато-
ма олова с молекулой ВИМ и галогеном X; s-характер 
связи Sn–C возрастает в ряду sp3, sp2, sp, поэтому при 
координации происходит отмеченное выше увеличе-
ние константы Sn-C-C-HJ117 . 

При координации расположение винильной 
группы относительно имидазольного кольца может 
измениться, что, в свою очередь, должно отразить-
ся на ее сопряжении с π-системой гетероцикла. 
Подтверждением такого вывода, по крайней мере, 
на качественном уровне является изменение рас-
считанной полуэмпирическим квантово-химиче-
ским методом полной электронной плотности (Р, от-
носит. ед.) на атомах ВИМ при варьировании угла θ 
в пределах от 0 до 180°, который характеризует вы-
ход винильной группы из плоскости имидазольного 
цикла. Результаты такого расчета отражает рис. 2. 
Оказалось, что варьирование величины θ в разной 
степени изменяет полную электронную плотность 
на атомах молекулы ВИМ. Обращает на себя вни-
мание нечувствительность РС(2) и особенно РN(3) к 
величине угла θ. Именно атомом N-3 молекула ВИМ 
взаимодействует c (C2H5)3 SnCl, т.е. испытывает до-
норно-акцепторное воздействие этого органилгало-
генстаннана. Следовательно, донорно-акцепторное 
взаимодействие и поворот винильной группы мож-
но рассматривать как две независимые (в первом 
приближении) причины, обусловливающие измене-
ния параметров спектров ЯМР ВИМ при координа-
ции. Этим также объясняются разные знаки и сопо-
ставимость величины сдвигов сигналов винильной 
группы со сдвигами сигналов атомов имидазольно-
го цикла (см. таблицу). 

Рис. 2. Зависимость полной электронной плотности  
на атомах молекулы 1-винилимидазола от угла θ 
Fig. 2. Relationship between total electron density  
on the atoms of the 1-vinylimidazole molecule and the angle θ

0 60 120 180
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Рис. 3. Фрагмент спектра ЯМР 1Н альдегида винилимидазола
Fig. 3. Fragment of the 1H NMR spectrum of vinylimidazole 
aldehyde
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Проведенные нами исследования показали еще 
одну характерную особенность молекулярного стро-
ения ВИМ – существование дальнего спин-спино-
вого взаимодействия (ДССВ) между протонами азо-
льного гетероцикла и винильной группы, связанной 
с пиррольным атомом азота (N-1). Оказалось, что 
такое взаимодействие проявляется в том случае, 
когда в положении 2 пятичленного кольца находит-
ся атом азота (пиразол, триазол) либо заместитель 
у С-2, в частности метильная или карбонильная 
группы (имидазол). На рис. 3 приведен фрагмент 
спектра ЯМР 1Н альдегида ВИМ, иллюстрирующий 
характер спин-спиновой связи протонов винильной 
группы и имидазольного кольца. Именно следстви-
ем такой связи является расщепление компонент 
сигнала протона НХ в триплеты. Указанное взаимо-
действие соответствует представлению о плоском 
строении альдегида ВИМ, чему способствует вну-
тримолекулярная связь протона НХ с атомом кисло-
рода карбонильной группы. 

Помимо соединения I и II, нами были исследова-
ны также ЯМР комплексов ВИМ  •  4MnCl2, ВИМ  •  4NiCl2, 
ВИМ  •  4CuCl2 и R3SnX  •  ВИМ (X     =     Br,J). Детальный анализ 
спектральной информации показал, что в комплексах 
М  •  4ВИМ (М = Ni, Co, Cu) молекулы ВИМ находятся 
в экваториальной плоскости. Для этих комплексов 
реализуется механизм делокализации неспаренной 
электронной спиновой плотности с координирующего 
иона на молекулы лигандов через пиридиновый атом 
азота. В случае комплекса марганца сверхтонкое вза-
имодействие передается как через σ-системы, так и 
π-системы молекулы ВИМ. Для выяснения причины 
передачи СТВ по π-механизму было принято во вни-
мание существенное уменьшение времени релакса-
ции протона НХ при незначительном смещении его 
сигнала. Следствием этого является уширение сиг-
нала НХ, а также изменение константы JAX и JBX из-за 
эффекта подавления спин-спинового взаимодействия 
химическим обменом. 

Причину, обусловливающую дополнительное 
уширение сигнала НХ, можно понять, если считать 

молекулу ВИМ неплоской. Действительно, в соот-
ветствии с рис. 4, из-за отклонения связей N1–С2 
и N1–C5 от плоскости C2–N3–С4–С5 атом Н2 при-
близится к N1, а H5 удалится. При этом вследствие 
вращения вокруг связи N1–Cα винильная группа 
может повернуться так, что НХ также приблизится 
к атому N1. Выход этого атома из плоскости гетеро-
цикла должен приводить к нарушению сопряжения 
его неподеленной пары с π-системой гетероцик-
ла. При этом НХ будет препятствовать сопряжению  
pz-электронов N1 и π-системы винильной группы. 
Таким образом, неподеленная пара атома N1 мо-
жет оказаться изолированной настолько, что моле-
кула ВИМ будет входить в координационную сферу 
Mn2+ именно этим атомом. Так как время релакса-
ции ядер лиганда определяется 6-й степенью рас-
стояния до координирующего иона, дополнитель-
ное уширение прежде всего должны испытывать 
сигналы протонов НХ и Н2. 

В растворе молекулы ВИМ какое-то время (вре-
мя жизни в координационной сфере парамагнит-
ного иона) находятся в координационной сфере и 
затем могут покидать ее. В случае комплексов ко-
бальта, никеля и меди молекулы ВИМ каждый раз 
координируются пиридиновым атомом азота N3, 
что обусловливает передачу СТВ по σ-механизму. В 
случае же комплекса марганца молекула ВИМ при 
очередном вхождении также координируется ато-
мом N3, но при следующем вхождении – пирроль-
ным атомом N1. По-видимому, больший ионный ра-
диус Mn2+ в сравнении с ионными радиусами Co2+, 
Ni2+ и Cu2+ делает возможным координацию моле-
кулы ВИМ к Mn2+ атомом N1. Поэтому наблюдае-
мый парамагнитный сдвиг будет определяться так-
же влиянием механизма делокализации. Именно 
этим объясняются отмеченные выше отличитель-
ные особенности СТВ в комплексе MnCl2·4BИМ. 
Очевидно, что изменение температуры исследуе-
мого образца может влиять на характер искажения 
строения имидазольного цикла, а следовательно, 
на возможность координации молекулы ВИМ ато-
мом N1. 

ЯМР 1-ВИНИЛПИРАЗОЛА
Проведенные исследования показали, что в 

спектрах ЯМР на протонах 1-винильных произво-
дных имидазола и пиразола при температуре выше 
0 °С наблюдается уширение сигналов протона НА 
винильной группы и кольцевых протонов: Н-2 – в 
спектре 1-винилимидазола, Н-3 и Н-4 – в спектре ви-
нилпиразола (ВПЗ). Это уширение не снимается до-
полнительным облучением (гомоядерный двойной 
резонанс), но зависит от температуры исследуемого 
образца. Так, в спектре 1-винилимидазола при тем-
пературе 60 °С ширина линий квартета от НА и НВ 
одинакова, а вид сигналов протонов кольца опреде-
ляется спин-спиновым взаимодействием протонов 
между собой. В спектре ВПЗ при температуре 60 °С 

α
β
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N

C
C

1
2

34

5

Рис. 4. Возможные внутримолекулярные движения  
в молекуле 1-винилимидазола 

Fig. 4. Possible intramolecular movements  
in the 1-vinylimidazole molecule
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Рис. 5. Часть спектра протонного магнитного резонанса винилпиразола, записанная при различных температурах 
образца. Кривая а: сигнал протона НА при развязке от протона Н-3 

Fig. 5. Degree of damage to the proton magnetic resonance of vinylpyrazole, injury at different sample temperatures.  
Curve a: signal of proton HA upon decoupling from proton H-3

18 12 6 0
Гц

24 18 12 6 0
 

7 6 5 δ, м.д.

Рис. 6. Спектр протонного магнитного резонанса, иллюстрирующий характер спин-спинового взаимодействия  
в 1-винил-4-бромпиразоле 

Fig. 6. Proton magnetic resonance spectrum illustrating the nature of the spin-spin interaction in 1-vinyl-4-bromopyrazole
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отмеченное выше уширение сигнала НА не снимает-
ся (рис. 5). 

Однако использование двойного резонанса оказы-
вается эффективным, т.к. приводит к сужению линий 
квартета НА (рис. 5, кривая а). Это свидетельствует о 
дальнем спин-спиновом взаимодействии протонов 
кольца и винильной группы. Воздействие температуры 
на ширину резонансных линий свидетельствует о влия-
нии квадрупольного момента ядра на релаксацию про-
тонов через спин-спиновую связь 1Н–14N. Указанные 
особенности спектров ВПЗ, а также близость значений 
химических сдвигов сигналов протонов Н-3 и Н-5 за-
трудняли анализ спектров по правилам для спектров 
первого порядка с тем, чтобы достаточно однозначно 
определить величины всех констант J и прежде всего 
константы J дальнего спин-спинового взаимодействия. 
Замена водорода в положении 4 на бром должна 
упрощать вид спектра, не меняя (по крайней мере, 
существенно) пространственную структуру. В связи с 
этим анализировался спектр 1-винил-4-бромпиразола  
вакуумированного образца в условиях развязки от 
ядра азота 14N. Спектр 4-бромзамещенного производ-
ного ВПЗ характеризуется следующими параметрами  
(δ, м.д.; J, Гц): δ5 = 7,63; δ3 = 7,54; δА = 4,86; δÂ = 5,45;  
δÔ = 6,97; 2JAB = 1,50; 3JAX = 8,90; 3JBX = 15,70;  
4J35 = 0,62; 5J3X = 0,32; 6J3A = 0,43; 6J3B = 0,29. Индексы 
при δ и J соответствуют обозначениям на рис. 6. 

На рис. 6 внизу приведен обзорный спектр протон-
ного магнитного резонанса (ПМР) в 1-винил-4-бром-

пиразоле, а над ним – отдельные сигналы в увели-
ченном масштабе, характеризующие спин-спино-
вое взаимодействие, в том числе и дальнее, в 1-ви-
нил-4-бромпиразоле. Отнесение сигналов протонов у 
двойной связи сделано в соответствии со значениями 
δ и J, характерными для спектров ПМР винильных со-
единений. Принципиальной является идентификация 
сигналов кольцевых протонов, проведенная с помо-
щью метода парамагнитных добавок, в качестве кото-
рых использовался ацетилацетонат никеля – Ni(AA)2. 
При соответствующих условиях уширение, обуслов-
ленное СТВ между нескомпенсированным электрон-
ным спином и резонирующими ядрами лигандов, 
связано с расстоянием r от координирующего иона 
до резонирующего ядра соотношением Δ ~ r -6 [18].  
Следовательно, трансформация спектра парамаг-
нитной добавкой должна приводить к существенно 
неодинаковому уширению сигналов. Исходя из дан-
ного условия, следовало ожидать, что Δ3 > Δ5 ≈ Δ4.  
Далее, если ориентироваться на парамагнитные 
сдвиги сигналов ВИМ в спектре парамагнитного ком-
плекса NiCl2  •  4ВИМ, наблюдаемые парамагнитные 
сдвиги сигналов протонов пиразольного цикла долж-
ны быть заметно больше таковых сигналов виниль-
ной группы. 

На рис. 7 приведены обзорные спектры ПМР ВПЗ, 
записанные в ССl4 при комнатной температуре, вну-
тренний стандарт – гексаметилдисилоксан без (1) и с 
небольшими добавками Ni(AA)2 (2–5). Концентрация 

Рис. 7. Спектры протонного магнитного резонанса 1-винилпиразола без (1) и с различным содержанием добавок (2–5) 
Ni(AA)2  

Fig. 7. Proton magnetic resonance spectra of 1-vinylpyrazole without (1) and with different contents of additives (2–5) Ni(AA)2

9 8 7 6 5 δ, м.д.
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ацетилацетоната никеля примерно на два порядка 
меньше концентрации ВПЗ в исследуемых образцах. 
Как и в случае спектра 1-винил-4-бромпиразола, два 
дублета в сильном поле обусловлены β-олефиновыми 
протонами НА и НВ (см. рис. 7, спектр 1). Дублетный 
характер сигналов является следствием спин-спино-
вого взаимодействия упомянутых выше протонов с 
протоном НХ, сигнал которого по этой причине пред-
ставлен квартетом (дублет дублетов). Далее в сторону 
слабого поля от сигналов β-олефиновыми протонами 
резонирует протон Н-4, обусловливая появление сиг-
нала с триплетной структурой, вследствие его взаимо-
действия с протонами Н-3 и Н-5 с примерно одинако-
вой константой (J43 ≈ J45 ≈ 1,5 Гц). Если говорить о 2-х 
других протонах пиразольного цикла, то они резониру-
ют в наиболее слабом поле, давая два близко распо-
ложенных сигнала. При увеличенном масштабе вид-
но, что один из них (с меньшим значением химиче-
ского сдвига) оказывается более уширенным. Добав-
ление в раствор 1-винилпиразола Ni(AA)2  приводит, 
во-первых, к существенному уширению именно этого 
сигнала и, во-вторых, к заметному парамагнитному 
смещению второго (более узкого) сигнала (см. рис. 7, 
спектры 2–5). На основании характера влияния СТВ 
на спектры ЯМР следует заключить, что в спектре ВПЗ 
в наиболее слабом поле резонирует протон Н-5. Такой 
же порядок расположения сигналов протонов пиразо-
льного цикла сохраняется и в спектре 1-винил-4-бром-
пиразоле. Аналогичное отнесение сигналов было сде-
лано также в спектрах ЯМР метильных замещенных 
пиразолов. Это был первый пример использования 
метода парамагнитных добавок в структурных иссле-
дованиях, основанного на использовании спектров 
ЯМР, трансформированных СТВ. Детали метода были 
подробно рассмотрены в работах, ссылки на которые 
можно найти в обзорной статье [18]. 

Представляет интерес следующая особенность 
спектров ПМР ВПЗ, записанных с добавками Ni(AA)2. 
Оказалось, что с увеличением концентрации пара-
магнитного комплекса в образце дублеты от β-олефи-
новых протонов заменяются синглетами с меньшей 
шириной линии, чем величины вицинальных констант 
J = 9,0 Гц, J = 15,8 Гц (см. рис. 7). Объяснение этого эф-
фекта основывается на представлении об изменении 
времени релаксации T2 – одного из взаимодействую-
щих по спин-спиновому механизму ядер в образцах, 
содержащих парамагнитные ионы. Такое изменение 
T2 происходит вследствие химического обмена моле-
кул между координационной сферой парамагнитного 
комплекса и свободным лигандом. Условие, необ-
ходимое для снятия (подавления) спин-спинового 
взаимодействия, записывается в следующем виде:  
JT2P  < 1, где 1/T2P = 1/T2M–1T2; T2M и T2 – времена попе-
речной релаксации ядра в парамагнитном комплексе 
и вне его [16, 18]. Если в молекуле лиганда ядро i, вза-
имодействующее с ядром j, окажется достаточно близ-
ко к координирующему иону, то приведенное неравен-
ство может реализоваться, в результате чего константа 
Jij, которую принято выражать в единицах частоты, в 
сигнале ядра j не будет проявляться. При добавлении 
в раствор ВПЗ небольшого количества Ni(AA)2  сигнал 
протона НХ сильно уширяется (на рис. 7 в спектре 
5 он фактически не виден), что свидетельствует о су-

щественном изменении величины T2P для НХ. Это ука-
зывает также на такое относительное расположение 
винильной группы и гетероцикла, при котором НХ ори-
ентирован в сторону атома N-2. Именно этим атомом 
азота ВПЗ координирует с Ni(AA)2. Следует отметить, что 
добавление в раствор Ni(AA)2 приводит также к пода-
влению спин-спинового взаимодействия протонов Н-3 
и Н-4, поэтому сигнал Н-4 из триплета превращается в 
дублет (ср. спектры 1 и 3 на рис. 7) из-за спин-спиново-
го взаимодействия с протоном Н-5. 

Из спектра протонного магнитного резонанса 1-ви-
нилпиразола (см. рис. 6) следует, что между протоном 
цикла Н-3 и протоном Н-4 винильной группы реализу-
ется ДССВ через шесть связей. В соответствии с суще-
ствующими в литературе представлениями обсужда-
емое ДССВ передается преимущественно через пло-
ский зигзагообразный фрагмент (рис. 8, схема А), т.е. 
при транс-расположении протонов Н-3 и НА. 

Рис. 8. S-транс(N2)-конформация (a)  
и S-цис(N2)-конформация (b) 1-винилпиразола

Fig. 8. S-trans (N2)-conformation (a)  
and S-cis (N2)-conformation (b) of 1-vinylpyrazole

a                                                   b

Это свидетельствует об эффективной заселенно-
сти S-транс(N2)-конформации. В то же время имеется 
константа ДССВ через пять связей между протоном 
цикла Н-3 и протоном винильной группы НХ (0,32 Гц), 
которое также передается через плоский зигзагооб-
разный фрагмент (рис. 8, схема В). Следовательно, 
S-цис(N2)-конформация 1-винил-4-бромпиразола так-
же оказывается заселенной. Таким образом, анализ 
ДССВ указывает на наличие поворотной цис-транс-и-
зомерии в 1-винилпиразолах. 

Таким образом, проведен анализ спектров про-
тонного магнитного резонанса 1-винилпиразола, за-
писанных в условиях содержания в исследуемых об-
разцах парамагнитной добавки. На этом основании 
сделано отнесение сигналов протонов, находящихся 
в 3 и 5-м положениях пиразольного цикла. Дано объ-
яснение эффекта подавления или снятия спин-спино-
вого взаимодействия на основе представления об 
изменении времени релаксации взаимодействую-
щих по спин-спиновому механизму ядер в образцах, 
содержащих парамагнитные ионы. Такое изменение 
обусловлено воздействием спина неспаренных элек-
тронов координирующего иона на резонирующие 
ядра молекул лиганда (1-винилпиразола). Установ-
лено, что координированная молекула данного гете-
роцикла имеет молекулярное строение, при котором 
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протон винильной группы, находящийся в α по отно-
шению к атому азота N-1 пиразольного цикла, ориен-
тирован в сторону атома N-2. Данные, полученные 
в процессе обсуждения спектров 1-винилпиразола, 
использовались для полного анализа спектра про-
тонного магнитного 1-винил-4-бромпиразола, отличи-
тельной особенностью которого является проявление 
ДССВ протонов кольца и винильной группы. Анализ 
указанного взаимодействия позволил сделать вывод 
о том, что характерной особенностью молекулярного 
строения 1-винильных производных пиразола являет-
ся наличие в них поворотной цис-транс-изомерии. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Записаны и проанализированы спектры ЯМР вы-

сокого разрешения нескольких десятков 1-замещен-
ных производных азолов. Установлены области значе-
ний параметров спектров ЯМР (химических сдвигов 
и констант спин-спинового взаимодействия, включая 
величины дальних констант спин-спинового взаимо-
действия, характерные для азольного цикла) и наи-
более известных функциональных групп, входящих в 
состав замещенных имидазолов и пиразолов. Пока-
зано, что указанные параметры могут быть исполь-
зованы для установления пространственного и элек-
тронного строения вновь синтезируемых соединений, 
содержащих азольный гетероцикл. Принципиальная 
особенность исследованных спектров ЯМР – прояв-
ление в них дальней спин-спиновой связи вследствие 
взаимодействия протонов гетероцикла и винильной 
группы. Такое взаимодействие проявляется в том слу-
чае, когда в положении 2 пятичленного цикла находит-
ся атом азота (пиразол, триазол) либо заместителем 
у С-2 является метильная группа (имидазол). Указан-
ная дальняя спин-спиновая связь демонстрирует, в 
частности, наличие поворотной цис-транс-изомерии 
в 1-винилпиразолах относительно химической связи 
между атомом N-1 гетерокольца и связанного с ним 
атомом углерода заместителя. 

Проведен анализ спектров ЯМР 1Н и 13С раство-
ров комплексов 1-винилимидазола с хлоридами 
марганца, кобальта, никеля и меди, а также с орга-
нилгалогенстаннанами (C2H5)3 SnX. Доказано, что в 
растворе парамагнитных комплексов 1-винилими-
дазола с хлоридами элементов первой переходной 
группы координирующий атом имеет октаэдриче-
ское окружение, причем четыре молекулы лиганда 
занимают экваториальное положение. Установле-
но, что в исследованных комплексах кобальта, ни-
келя и меди молекулы 1-винилимидазола координи-
руются к центральному иону пиридиновым атомом 
азота N-3. Что касается парамагнитного комплекса 
марганца, то молекулы данного азола могут коор-
динироваться также и пиррольным атомом азота 
N-1 в определенном интервале температур. В свою 
очередь, указанная возможность обусловлена не-
плоскостным строением гетероцикла 1-винилими-
дазола. Структура диамагнитных комплексов этого 
азола с органилгалогенстаннанами представляет 
собой тригональную бипирамиду. При этом атом 
олова имеет sp3d-гибридизацию, и три алкильные 
группы стремятся стать копланарными, взаимодей-
ствуя приблизительно с sp2-орбиталями олова. Две 
другие связи являются dp-типа, через которые про-
исходит связывание атома олова с молекулой 1-ви-
нилимидазола и галогеном Х. 

Отработан метод изучения молекулярного стро-
ения, основанный на использовании явления ЯМР 
в парамагнитных системах. Рассмотрены примеры 
(производные 1-замещенных азолов) его практиче-
ского применения для решения различного рода за-
дач, связанных со строением и внутримолекулярной 
динамикой многоэлектронных систем. Эти примеры 
иллюстрируют те приемы, которые необходимо ис-
пользовать с целью получения информации о молеку-
лярном строении как лигандов, так и комплексов из 
их спектров ЯМР, трансформированных сверхтонким 
или электронно-ядерным взаимодействием. 
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Полимеризация метилметакрилата в присутствии  
трибутилбора и аэросила
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Аннотация. Исследована полимеризация метилметакрилата в присутствии 0,3–1,2 масс. % аэросила и следующих 
инициаторов: динитрила азо-бис-изомасляной кислоты, динитрила азо-бис-изомасляной кислоты совместно с трибу-
тилбором, динитрила азо-бис-изомасляной кислоты совместно с трибутилбором и 2,5-ди-трет-бутилбензохиноном-1,4, 
трибутилбора совместно с ди-трет-бутилперокситрифенилсурьмой. Введение аэросила способствует изменению ки-
нетики полимеризации метилметакрилата и характера ИК-спектра, свидетельствующее об увеличении доли синдио-
тактического полимера. Это связано с ориентацией мономера и полимера на поверхности наполнителя вследствие 
адсорбции за счет карбонильного атома кислорода и d-орбиталей кремния. Каждая инициирующая система оказыва-
ет особое влияние на ход кинетических кривых. Полимеризация метилметакрилата в присутствии трибутилбора – это 
координационно-радикальная полимеризация, протекающая в координационной сфере атома бора. Дополнительная 
координация нарушает координацию мономера и замедляет полимеризацию. Полимеризация метилметакрилата в 
присутствии системы трибутилбор–п-хинон сочетает в себе координационно-радикальную полимеризацию и псевдо-
живую радикальную полимеризацию. Для инициирующей системы трибутилбор–ди-трет-бутилперокситрифенилсурь-
ма наряду с физической адсорбцией реализуется и химическая адсорбция, способствующая образованию композита, 
в котором полимерная матрица (полиметилметакрилат) связана с наполнителем (аэросилом) ковалентными связями. 
Увеличение количества аэросила до 10 масс. % приводит к соответствующему изменению ИК-спектров композитов. 
Для изучения механических свойств были получены лабораторные образцы композитов и пленок. Деформационные 
свойства полиметилметакрилата ухудшаются при его наполнении аэросилом, что характерно для композиционных 
материалов. Микротвердость меняется в зависимости от используемого инициатора и вида прививки (физической 
или химической) и коррелирует с кинетическими данными. 

Ключевые слова: аэросил, трибутилбор, метилметакрилат, полимеризационное наполнение, полимерный ком-
позиционный материал
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ВВЕДЕНИЕ
В последнее время большое внимание уделяется 

созданию полимерных композиционных материалов 
(ПКМ) и разработке новых способов наполнения по-
лимеров. ПКМ – это конструкция, в которой напол-
нитель встроен в матрицу [1–5], которая связывает 
и распределяет частицы наполнителя, обеспечивает 
химическую стойкость конструкции и придает форму 
конечному изделию [5]. В целом ПКМ представляет 
собой тонкую дисперсию 2-х или более несмешива-
ющихся фаз, кажущихся гомогенными в макроско-
пическом масштабе и гетерогенными в микроско-
пическом [6–8]. Наполнение полимеров доступными 
неорганическими наполнителями решает 2 задачи 
параллельно: с одной стороны, способствует эконо-
мии более дорогого полимера, а с другой, позволяет 
улучшать эксплуатационные свойства материалов 
и часто придавать им новые качества [9]. Одним из 
популярных наполнителей является диоксид крем-
ния, что обусловлено большим многообразием его 
модификаций и широкой областью применения  
[4, 10, 11]. ПКМ на основе кремнеземов природного 
и синтетического происхождения находят свое приме-
нение в строительстве, сельском хозяйстве, пищевой 
промышленности и биомедицине [10]. Главным пре-
имуществом диоксида кремния является его адсор-
бирующая способность как по отношению к воде в 
случае гидрофильных модификаций, так и к органиче-
ским веществам в случае гидрофобных модификаций 
[11]. Склонность наполнителя к физической адсорб-
ции усиливает действие матрицы по распределению 

и скреплению наполнителя, что значительно улучшает 
качество получаемого ПКМ.

Перспективным методом создания ПКМ являет-
ся метод полимеризационного наполнения, позво-
ляющий получать ПКМ в одну стадию [9]. Данный 
метод дает возможность получать ПКМ, в которых 
наполнитель связан с полимерной матрицей как за 
счет физической адсорбции, так и за счет химиче-
ской прививки. Ряд публикаций свидетельствует об 
инициировании системой триалкилбор–кислород 
привитой полимеризации виниловых мономеров на 
природные [12–14] и синтетические [15] полимеры, 
а также минеральные наполнители [16]. Способность 
системы триалкилбор–кислород инициировать при-
витую полимеризацию на поверхности органических 
и минеральных наполнителей положена в основу соз-
дания акрилатных клеевых композиций [17]. Низко-
температурная инициирующая система трибутилбор 
(ТББ) – ди-трет-бутилперокситрифенилсурьма (ДТБФС)  
позволяет осуществлять химическую прививку поли-
винилхлорида на аэросил [18]. В настоящее время из-
вестны и другие инициирующие системы, содержащие 
алкилы бора, такие как динитрил азо-бис-изомасля-
ной кислоты (ДАК) – ТББ [19] и ДАК–ТББ–п-хинон [20],  
которые не были исследованы в полимеризационном 
наполнении виниловых мономеров. 

Цель работы – исследование полимеризационно-
го наполнения полиметилметакрилата (ПММА) аэро-
силом в присутствии инициирующих систем, включа-
ющих ТББ: ДАК–ТББ, ДАК–ТББ–2,5-ди-трет-бутилбен-
зохинон-1,4 (2,5-ДТББХ), ТББ–ДТБФС. 

Abstract. In this work, we study the polymerization of methyl methacrylate in the presence of 0.3–1.2 wt% aerosil 
and the following initiators: dinitrile azo-bis-isobutyric acid together with tributylborane; dinitrile azo-bis-isobutyric 
acid together with tributylborane and 2,5-di-tret-butyl benzoquinone-1,4; tributylborane together with di-tret-butyl 
peroxy-triphenylstibine. Aerosil introduction alters the polymerization kinetics of methyl methacrylate and the 
respective IR spectra, indicating an increase in the proportion of syndiotactic polymer. This process is related to the 
orientation of the monomer and polymer on the filler surface due to adsorption by means of the carbonyl oxygen 
atom and silicon d-orbitals. Each initiating system has a particular effect on the kinetic curves. The polymerization 
of methyl methacrylate in the presence of tributylborane proceeds through coordination-radical polymerization in 
the coordination sphere of the boron atom. Additional coordination disrupts monomer coordination and slows down 
polymerization. The polymerization of methyl methacrylate in the presence of the tributylborane-p-quinone system 
combines the routes of coordination-radical polymerization and pseudo-living radical polymerization. The initiating 
system of tributylborane-di-tret-butyl peroxy-triphenylstibine is characterized by implementation of both physical and 
chemical adsorption mechanisms. The latter promotes the formation of a composite through covalent bonds between 
the polymer matrix (polymethyl methacrylate) and the filler (aerosil). An increase in the amount of aerosil up to 10 wt% 
leads to a corresponding change in the IR spectra of the composites. Laboratory samples were prepared to study the 
mechanical properties of composites and films. When filled with aerosil, polymethyl methacrylate demonstrate worse 
deformation properties, which is typical of composite materials. The microhardness of the material varies depending 
on the initiator used and the grafting type (physical or chemical), correlating with the kinetic data.

Keywords: aerosil, tributylborane, methyl methacrylate, polymerization filler, polymer composite material
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Органические растворители очищали по извест-

ным методикам [21]. Метилметакрилат (ММА) от-
мывали от ингибитора 10%-м водным раствором 
гидроксида натрия, а затем водой до нейтральной 
реакции. Сушили над сернокислым натрием. Пере-
гоняли, собирая фракцию с температурой кипения 
100 °С. ДАК (ООО АО «Реахим», Россия) очищали пе-
рекристаллизацией из метил-трет-бутилового эфира.  
ТББ, Tкип. 91 °С/12 мм рт. ст., синтезировали взаимо-
действием эфирата 3-фтористого бора с соответству-
ющим реактивом Гриньяра [22] и перегоняли при 
пониженном давлении (90 °С/8 мм рт. ст.). Чистоту 
веществ контролировали методом ЯМР-спектроско-
пии. ДТБФС получали из трифенилсурьмы и трет-бу-
тилгидропероксида при мольном соотношении 1:5 в 
петролейном эфире при температуре 0–5 °С, выход 
продукта количественный [23]. 2,5-ДТББХ получен 
окислением соответствующего гидрохинона. Напол-
нитель – аэросил А-200 (ТУ-6-18-188-74).

Для проведения полимеризации в ампулу поме-
щали расчетные количества наполнителя, мономе-
ра, инициатора и хинона. Смесь дегазировали мно-
гократным замораживанием и размораживанием 
в вакууме. В другую ампулу добавляли необходимое 
количество гексанового раствора ТББ, гексан отго-
няли при пониженном давлении. Содержимое ампул 
смешивали, замораживали, отпаивали от установки 
и помещали в термостат с заданной температурой 
(30 и 60 °С для ДТБФС и ДАК соответственно). Через 
заданные интервалы времени ампулы вынимали из 
термостата и охлаждали. Полученные полимеры вы-
деляли путем быстрого высаживания петролейным 
эфиром, сушили при комнатной температуре. Кон-
версию определяли гравиметрически. Для изучения 
пост-полимеризации готовили раствор макроинициа-
тора 5 масс. % в мономере, раствор заливали в ампу-
лу, дегазировали, отпаивали и помещали в термостат 
при температуре 80 °С. 

Для регистрации ИК-спектров поглощения был 
использован ИК-спектрофотометр IRPrestige-21 
(Shimadzu, Япония). Для снятия ИК-спектра приготав-
ливали пленки на отражающей пластине (KBr, ZnSe).

Для получения лабораторных образцов компози-
тов в каждом случае исходную композицию дегази-
ровали в ампуле и прогревали в водном термостате 
при температуре 30/60 °С в течение 1–1,5 ч. Затем 
ампулу вскрывали и вязкий полимеризат на воздухе 
помещали в полость формы, образованной двумя 
силикатными стеклами с демпфирующей прокладкой 
между ними (трубка ПВХ диаметром 2 мм). Форму с 
композицией помещали в термошкаф и прогревали 
при температуре 60 °С в течение 10 ч, после чего 
форму остужали до комнатной температуры, разби-
рали и извлекали образец полимерного стекла. Ми-
кротвердость полимерных композитов измеряли с 
помощью твердомера ПМТ–3 (АО «ЛОМО», Россия). 
Принцип действия прибора основан на вдавливании 
алмазной пирамиды в исследуемый материал под 
определенной нагрузкой и измерении линейной ве-
личины диагонали полученного отпечатка. Для этого 
готовили образцы стекол толщиной 2 мм. Число твер-
дости определяли по формуле:

                                             
,

где H – число твердости, кг·мм-2; P – нагрузка, г;  
С – диагональ отпечатка, мк.

Изучение деформационных свойств полученных 
образцов было основано на результатах испытаний 
при растяжении. Испытания проводили на испыта-
тельной машине Zwick/Roell Z005 (Zwick, Германия). 
Для этого были изготовлены пленки образцов без 
наполнителя и с содержанием аэросила 10 масс. % 
одинаковой толщины. Данный метод заключается 
в растяжении образца полимера с постоянной ско-
ростью и регистрацией деформации и напряжения 
(силы).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Диоксид кремния широко применяется в созда-

нии ПКМ. Интерес к этому наполнителю обусловлен 
наличием нескольких его аллотропных модификаций, 
различающихся размером частиц, плотностью, коли-
чеством гидроксильных групп на поверхности. Такое 
разнообразие кремнеземов позволяет использовать 
их для создания широкого круга ПКМ. В настоящей 
работе в качестве наполнителя в полимеризацион-
ном наполнении ПММА использовали непористый 
кремнезем – аэросил с размером частиц 7–40 нм. 
Основные достоинства его как наполнителя следую-
щие: предотвращение расслаивания наполненных 
композиций, резко выраженный усиливающий эф-
фект в резинах, предотвращение слипания полимер-
ных пленок, хорошая диспергируемость в большин-
стве полимеров [24]. 

Была изучена кинетика полимеризации ММА в 
присутствии следующих инициаторов:

I – 0,1 мол. % ДАК (рис. 1);
II – 0,1 мол. % ДАК; 0,8 мол. % ТББ (рис. 2);
III – 0,1 мол. % ДАК; 0,8 мол. % ТББ; 0,25 мол. % 

2,5-ДТББХ (рис. 3);
IV – 0,8 мол. % ТББ; 0,1 мол. % ДТБФС (рис. 4).

Рис. 1. Кинетические кривые полимеризации  
метилметакрилата при температуре 60 °С, инициируемой 
динитрилом азо-бис-изомасляной кислоты (0,1 мол. %):  
1 – без наполнителя; 2 – 0,5 мол. % (0,3 масс. %);  
3 – 1,0 мол. % (0,6 масс. %) аэросила

Fig. 1. Kinetic curves of polymerization of MMA at 60 °C 
initiated by AIBN (0.1 mol%): 1 – without filler; 2 – 0.5 mol% 
(0.3 wt%); 3 – 1.0 mol% (0.6 wt%) of aerosil
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системы позволяют проводить полимеризационное наполнение виниловых мономеров за счет прививки 
полимера на поверхность наполнителя. Причем IV ранее использовалась в полимеризационном наполнении 
только поливинилхлорида [18], а II и III использованы в данной работе впервые. Традиционный радикальный 
инициатор I взят для сравнения. 

Как видно из рис. 1–4, введение аэросила в полимеризацию ММА в количестве 0,5–2,0 мол. % 
способствует изменению хода кинетической кривой. Характер этого изменения зависит от того, какой инициатор 
использовался в полимеризации. Так, в присутствии традиционного радикального инициатора ДАК I наблюдается 
незначительное увеличение начальной скорости полимеризации и смещение гель-эффекта в сторону больших 
конверсий. Для инициаторов II и III (см. рис. 2, 3), наоборот, скорость падает. В случае IV (см. рис. 4) 
наблюдается увеличение скорости полимеризации и вырождение гель-эффекта.  
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Температура процесса составила 60 °С для иници-
аторов I–III, 30 °С – для IV. Выбор инициаторов II–IV 
обусловлен тем, что, согласно литературным данным 
[12–16], некоторые боралкилсодержащие иниции-
рующие системы позволяют проводить полимериза-
ционное наполнение виниловых мономеров за счет 
прививки полимера на поверхность наполнителя. 
Причем IV ранее использовалась в полимеризацион-
ном наполнении только поливинилхлорида [18], а II и 
III использованы в данной работе впервые. Традици-
онный радикальный инициатор I взят для сравнения.

Как видно из рис. 1–4, введение аэросила в поли-
меризацию ММА в количестве 0,5–2,0 мол. % способ-
ствует изменению хода кинетической кривой. Харак-
тер этого изменения зависит от того, какой инициатор 
использовался в полимеризации. Так, в присутствии 
традиционного радикального инициатора ДАК I на-
блюдается незначительное увеличение начальной 
скорости полимеризации и смещение гель-эффекта в 
сторону больших конверсий. Для инициаторов II и III 
(см. рис. 2, 3), наоборот, скорость падает. В случае IV 
(см. рис. 4) наблюдается увеличение скорости поли-
меризации и вырождение гель-эффекта. 

В ИК-спектрах ПММА, синтезированного в присут-
ствии инициатора III и аэросила (рис. 5, кр. 2, 3), на-
блюдается незначительное увеличение интенсивно-
сти полосы поглощения при 1060 см-1 по сравнению с 
ИК-спектром ненаполненного ПММА (см. рис. 5, кр. 1).  
Это может быть связано с увеличением доли синдио-
тактического ПММА [25], которое происходит вслед-
ствие соответствующего расположения мономерных 
звеньев на поверхности наполнителя за счет коорди-
нации карбонильного кислорода и вакантной d-орби-
тали атома кремния (1):

Увеличение концентрации аэросила способствует 
увеличению интенсивности полосы поглощения при 

Рис. 2. Кинетические кривые полимеризации  
метилметакрилата при температуре 60 °С, инициируемой 
динитрилом азо-бис-изомасляной кислоты (0,1 мол. %),  
в присутствии трибутилбора (0,8 мол. %):  
1 – без наполнителя; 2 – 0,5 мол. % (0,3 масс. %) аэросила 
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initiated by AIBN (0.1 mol%) in the presence of TBB (0.8 mol%):  
1 – without filler; 2 – 0.5 mol% 0.3 wt% of aerosil 
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трет-бутилбензохинона: 1 – без наполнителя; 2 – 0,5 (0,3); 3 – 1,0 (0,6); 4 – 1,5 (0,9); 5 – 2,0 (1,2) мол. % (масс. %) 
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and 0.25 mol% 2,5-di-tert-butyl benzoquinone (2,5-DTBBQ): 1 – without filler; 2 – 0.5 (0.3); 3 – 1.0 (0.6); 4 – 1.5 (0.9); 5 
– 2.0 (1.2) mol% (wt%) of aerosil  
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Рис. 3. Кинетические кривые полимеризации 
метилметакрилата при температуре 60 °С, инициируемой 
0,1 мол. %  динитрилом азо-бис-изомасляной кислоты,  
в присутствии 0,8 мол. % трибутилбора и 0,25 мол. % 
2,5-ди-трет-бутилбензохинона: 1 – без наполнителя;  
2 – 0,5 (0,3); 3 – 1,0 (0,6); 4 – 1,5 (0,9);  
5 – 2,0 (1,2) мол. % (масс. %) аэросила
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Рис. 4. Кинетические кривые полимеризации 
метилметакрилата при температуре 30 °С, инициируемой 
ди-трет-бутилперокситрифенилсурьмой (0,1 мол. %), 
трибутилбором (0,8 мол. %): 1 – без наполнителя;  
2 – 0,5 (0,3); 3 – 1,5 (0,9) мол. % (масс. %) аэросила

Fig. 4. Kinetic curves of polymerization of MMA at 30 °C initiated 
by di-tert-butylperoxytriphenylsurma (DTBPS) (0.1 mol%),  
TBB (0.8 mol%): 1 – without filler; 2 – 0.5 (0.3);  
3 – 1.5 (0.9) mol% (wt%) of aerosil
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бутилперокситрифенилсурьмой (0,1 мол. %), трибутилбором (0,8 мол. %): 1 – без наполнителя; 2 – 0,5 (0,3); 3 – 
1,5 (0,9) мол. % (масс. %) аэросила 
Fig. 4. Kinetic curves of polymerization of MMA at 30 °C initiated by di-tert-butylperoxytriphenylsurma (DTBPS) (0.1 
mol%), TBB (0.8 mol%): 1 – without filler; 2 – 0.5 (0.3); 3 – 1.5 (0.9) mol% (wt%) of aerosil 
 

В ИК-спектрах ПММА, синтезированного в присутствии инициатора III и аэросила (рис. 5, кр. 2, 3), 
наблюдается незначительное увеличение интенсивности полосы поглощения при 1060 см-1 по сравнению с ИК-
спектром ненаполненного ПММА (см. рис. 5, кр. 1). Это может быть связано с увеличением доли 
синдиотактического ПММА [25], которое происходит вследствие соответствующего расположения мономерных 
звеньев на поверхности наполнителя за счет координации карбонильного кислорода и вакантной d-орбитали 
атома кремния (1): 

 

 

(1) 

 
Увеличение концентрации аэросила способствует увеличению интенсивности полосы поглощения при 

1060 см-1. Кроме того, наблюдается уменьшение интенсивности полосы поглощения при 1140 см-1 и 
прослеживается тенденция к расширению полос поглощения в интервале 1150–1240 см-1, относящаяся к 
деформационным и валентным колебаниям С–О-связи в сложноэфирной группе ПММА и колебаниям С–С-связи 
углеродного скелета. Подобные изменения в ИК-спектрах наблюдаются для всех использованных инициаторов, 
зависят только от концентрации аэросила и не связаны с составом инициатора (табл. 1). 

 

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

100

0 100 200 300 400 500

К
он

ве
рс

ия
, %

Время, мин

3
2

1

O
Si

O
Si

O

O O O O

CH2 C

CH3

C

O

OCH3

n
+

O
Si

O
Si

O

O O O O

CH2 C

CH3

C

O

OCH3

n

δ−

δ+

O
Si

O
Si

O

O O O O

CH2 C

CH3

C

O

OCH3

n
+

O
Si

O
Si

O

O O O O

CH2 C

CH3

C

O

OCH3

n

δ−

δ+ (1)



21

ИЗВЕСТИЯ ВУЗОВ. ПРИКЛАДНАЯ ХИМИЯ И БИОТЕХНОЛОГИЯ  2023  Том 13  N 1
PROCEEDINGS OF UNIVERSITIES. APPLIED CHEMISTRY AND BIOTECHNOLOGY 2023  Vol. 13  No. 1

1060 см-1. Кроме того, наблюдается уменьшение ин-
тенсивности полосы поглощения при 1140 см-1 и про-
слеживается тенденция к расширению полос погло-
щения в интервале 1150–1240 см-1, относящаяся к 
деформационным и валентным колебаниям С–О-свя-
зи в сложноэфирной группе ПММА и колебаниям 
С–С-связи углеродного скелета. Подобные изменения 
в ИК-спектрах наблюдаются для всех использованных 
инициаторов, зависят только от концентрации аэроси-
ла и не связаны с составом инициатора (табл. 1).

Таким образом, не зависимо от использованного 
инициатора образующийся ПММА адсорбирован на 

поверхности аэросила, что является основной при-
чиной изменения ИК-спектров (см. рис. 5, табл. 1). 
Предположительно адсорбции ПММА предшествует 
адсорбция ММА за счет координации карбоксильно-
го кислорода и вакантной d-орбитали атома кремния 
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ченному расположению молекул мономера, сниже-
нию неконтролируемого роста цепи при гель-эффекте 
(см. рис. 1, кр. 2, 3) по сравнению с полимеризацией 
в отсутствии аэросила (см. рис. 1, кр. 1). 

Для инициаторов II и III, содержащих в своем со-
ставе ТББ (см. рис. 2, 3), характерна координацион-
но-радикальная полимеризация (2) [26]:
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ся адсорбция ММА на поверхности аэросила и, как 
следствие, нарушается упорядоченное расположение 
молекул мономера, в результате чего снижается ско-
рость полимеризации (см. рис. 2, 3). При этом общая 
адсорбция готового продукта сохраняется, о чем сви-
детельствуют данные ИК-спектров (см. рис. 5, табл. 1).
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Интенсивность 
полосы поглощения 

при 1060 см-1, % 

Интенсивность 
полосы поглощения 

при 1140 см-1, % 

ДАК 
0 72,8 95,8 

0,3 76,6 93,5 
0,6 80,5 91,7 
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0,3 78,4 93,2 
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0,3 77,3 93,7 
1,2 84,0 91,3 
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0,9 81,2 91,7 
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и 1140 см-1 в ИК-спектрах полиметилметакрилата, 
полученного в присутствии различных инициирующих 
систем и аэросила

Table 1. Intensity of absorption bands at 1060 and 1140 cm-1 
in the IR spectra of PMMA obtained in the presence of various 
initiating systems and aerosil

Инициирующая 
система

Содержание  
аэросила,  
масс. %

Интенсивность 
полосы 

поглощения  
при 1060 см-1,  

%

Интенсивность 
полосы 

поглощения  
при 1140 см-1,  

%

ДАК
0 72,8 95,8

0,3 76,6 93,5
0,6 80,5 91,7

ДАК–ТББ
0 72,8 95,8

0,3 78,4 93,2

ДАК–ТББ–2,5-
ДТББХ

0 72,8 95,8
0,3 77,3 93,7
1,2 84,0 91,3

ДТБФС–ТББ
0 72,8 95,8

0,3 75,5 93,0
0,9 81,2 91,7
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Полимеризация ММА в присутствии инициатора 
III (см. рис. 3) сочетает в себе координационно-ра-
дикальную полимеризацию (2) и псевдоживую ра-
дикальную полимеризацию [20, 22]. Улавливание 
п-хиноном радикалов роста (3) и последующее 
SR2-замещение (4) приводит к образованию ма-
кроинициатора, который способствует реиницииро-
ванию (5). 

R + OO OOR

OOR +   Bu3B
– Bu

OBBu2OR

OBBu2OR OBu2BO R+
+M

(3)

(4)

(5)

Появление дополнительного источника свобод-
ных радикалов – макроинициатора, который адсор-
бирован на поверхности аэросила, – способствует 
сохранению высокой начальной скорости полиме-
ризации (см. рис. 3, кр. 2–4) в отличие от полимери-
зации ММА в присутствии инициатора II (см. рис. 2,  
кр. 2). В результате полимер, полученный за счет 
обратимого ингибирования, «прикреплен» к адсо-
рбированному на поверхности аэросила ПММА в 
виде «лучей» (6).
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Подтверждением псевдоживой полимеризации 
является пост-полимеризация ММА. Полимер с кон-
версией 23%, синтезированный полимеризаци-
ей ММА в присутствии инициатора III и 1,5 мол. %  
(0,9 масс. %) аэросила, использовали в качестве ма-
кроинициатора. За 2 ч наблюдали рост глубины пре-
вращения в 2,8 раза.

Значительное отличие кинетики полимеризации 
ММА в присутствии низкотемпературной иницииру-
ющей системы IV (см. рис. 4, кр. 1, 2) от остальных 
инициаторов I–III (см. рис. 1–3) связано с другим 
механизмом полимеризационного наполнения [18]. 
Образование первичных углерод- и кислородцентри-
рованных радикалов происходит при распаде ком-
плекса ТББ–ДТБФС при участии мономера (7):

Кислородцентрированные радикалы отрывают 
атом водорода от гидроксильных групп аэросила, тем 
самым инициируя привитую полимеризацию (8, 9):

То есть полимеризационное наполнение в слу-
чае инициатора IV представляет собой совокупность 
адсорбции ПММА на поверхности аэросила за счет 
взаимодействия карбоксильного кислорода и атомов 
кремния, а также химической прививки за счет по-
верхностных гидроксильных групп аэросила.

Увеличение содержания аэросила в образцах 
ПММА до 10 масс. % приводит к дальнейшему увеличе-
нию интенсивности полосы поглощения при 1060 см-1  
(рис. 6, кр. 2), аналогичное тому, что наблюдали для 
полимеров, полученных в присутствии 0,5–2,0 мол. %  
аэросила. Полосы поглощения, соответствующие 
кремнезему (1060–1160 см-1), в полученных спек-
трах (см. рис. 6, кр. 2) попали в диапазон сильного 
поглощения, что указывает на образование более 
компактной упаковки полимера с аэросилом. Следует 
отметить, что ИК-спектр механической смеси ПММА и 
аэросила (рис. 7, кр. 2) с аналогичными концентраци-
ями идентичен спектру ПММА (см. рис. 7, кр. 1), что 
подтверждает наше предположение о первичной ад-
сорбции мономера на поверхности наполнителя. 

ИК-спектры наполненного ПММА с содержанием 
аэросила 10 масс. %, синтезированного в присут-
ствии инициирующих систем I–IV, полностью идентич-
ны. Для установления факта прививки были проведе-
ны испытания некоторых механических свойств про-
дуктов, а именно микротвердости и деформационных 
свойств (табл. 2). Механические свойства изучались 
для образцов ПММА, содержащих 10 масс. % аэроси-
ла, изготовленных в виде лабораторных композитов и 
пленок. Деформационные свойства ПММА ухудшают-
ся при его наполнении аэросилом, что характерно для 
композиционных материалов.

Изменение микротвердости определяется тем, 
какой инициатор использовали в наполнении ПММА. 
Как видно из табл. 2, ненаполненные образцы силь-
но отличаются по своим молекулярно-массовым ха-
рактеристикам, в связи с этим сильно различается 
микротвердость гомополимеров. Введение аэросила 
в образцы усиливает композиты, созданные при уча-
стии I и IV. Мы полагаем, что снижение микротвер-
дости образцов, полученных в присутствии систем II 
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Таблица 2. Механические свойства полиметилметакрилата и полиметилметакрилата, наполненного 10 масс. % аэросила

Table 2. Mechanical properties of PMMA and PMMA filled with 10 wt% aerosil

Состав образца Mn·10-3 Mw/Mn
Микротвердость, 

кг·мм-2

Разрушающее 
напряжение при 
растяжении, МПа

Относительное 
удлинение при 
растяжении, %

Метилметакрилат, I 360 1,96 15,24 31,13 3,75
Метилметакрилат, аэросил, I – – 20,90 9,10 0,86
Метилметакрилат, II 200 2,96 25,34 36,27 3,76
Метилметакрилат, аэросил, II – – 22,46 – –
Метилметакрилат, III 50 4,38 21,23 39,11 4,64
Метилметакрилат, аэросил, III – – 17,64 14,21 1,56
Метилметакрилат, IV 40 10,47 8,90 33,08 4,60
Метилметакрилат, аэросил, IV – – 13,36 10,64 1,28

Рис. 7. ИК-спектры полиметилметакрилата, полученные в присутствии динитрила азо-бис-изомасляной кислоты:  
1 – без наполнителя; 2 – механическая смесь полиметилметакрилата и 10 масс. % аэросила; 3 – 10 масс. % аэросила

Fig. 7. IR spectra of PMMA obtained in the presence of AIBN: 1 – without filler; 2 – mechanical mixture of PMMA and 10 wt% 
aerosil; 3 – 10 wt% aerosil

ПММА (см. рис. 7, кр. 1), что подтверждает наше предположение о первичной адсорбции мономера на 
поверхности наполнителя.  
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ИК-спектры наполненного ПММА с содержанием аэросила 10 масс. %, синтезированного в присутствии 
инициирующих систем I–IV, полностью идентичны. Для установления факта прививки были проведены 
испытания некоторых механических свойств продуктов, а именно микротвердости и деформационных свойств 
(табл. 2). Механические свойства изучались для образцов ПММА, содержащих 10 масс. % аэросила, 
изготовленных в виде лабораторных композитов и пленок. Деформационные свойства ПММА ухудшаются при 
его наполнении аэросилом, что характерно для композиционных материалов. 

Изменение микротвердости определяется тем, какой инициатор использовали в наполнении ПММА. Как 
видно из табл. 2, ненаполненные образцы сильно отличаются по своим молекулярно-массовым 
характеристикам, в связи с этим сильно различается микротвердость гомополимеров. Введение аэросила в 
образцы усиливает композиты, созданные при участии I и IV. Мы полагаем, что снижение микротвердости 
образцов, полученных в присутствии систем II и III, связано с тем, что ТББ нарушает координацию ПММА на 
аэросиле за счет своей координирующей способности. В случае инициатора IV триалкилбор не оказывает такого 
влияния, т.к. принимает участие в образовании радикалов совместно с элементоорганическим пероксидом и 
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и III, связано с тем, что ТББ нарушает координацию 
ПММА на аэросиле за счет своей координирующей 
способности. В случае инициатора IV триалкилбор не 
оказывает такого влияния, т.к. принимает участие в 
образовании радикалов совместно с элементоорга-
ническим пероксидом и аэросилом (7–9), способ-
ствуя протеканию привитой полимеризации. Полу-
ченные данные коррелируют с данными по изучению 
кинетики полимеризации.

ВЫВОДЫ
Исследована кинетика полимеризации ММА в 

присутствии традиционного инициатора ДАК и бо-
ралкилсодержащих инициирующих систем, а также 
аэросила. Установлено, что ход кинетической кривой 
претерпевает изменения при введении аэросила, ко-

торые связаны с составом инициирующей системы.
Полимерные образцы, синтезированные в присут-

ствии 0,3–10 масс. % аэросила, исследованы мето-
дом ИК-спектроскопии. Показано, что введение аэро-
сила способствует изменению интенсивности полосы 
поглощения при 1060 см-1 и ширины полос поглоще-
ния в области 1725–1060 см-1, которое усиливается с 
увеличением концентрации аэросила.

Для ПММА, содержащего 10 масс. % аэросила, 
ухудшаются деформационные свойства. Изменение 
микротвердости связано с инициирующей системой, 
которую использовали для проведения полимериза-
ционного наполнения. Увеличение данной характери-
стики наблюдается для композитов, синтезированных 
в присутствии традиционного инициатора ДАК и си-
стемы ТББ–ДТБФС.
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Drug discovery: a new bioactive compounds  
isolated from natural sources
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Abstract. A rise in mortality due to fungal infections in immunocompromised population has been observed lately. 
Nowadays, due to increased fungal infections, the limitations encountered in their treatment like resistance, side-ef-
fects and high toxicity, the rising over prescription and overuse of conventional antifungals all stimulate a search for 
alternative natural drugs. Therefore we are in dire need of natural newer strategies that involve reliable agents for 
the treatment of fungal diseases such as essential oils (EOs) are known for their anti-microbial properties and are 
multi-component in nature. Soil samples (66 samples) were collected from different agricultural fields and animals 
habitat of Saharanpur (U.P.). Isolation of keratinophilic fungi was carried out by hair baiting technique. Extraction of 
Mentha piperita and Cinnamomum vernum EO was carried out by hydrodistillation method and chemical composi-
tion of both extracted EOs was determined by Gas Chromatography-Mass Spectrophotometry (GC-MS). Antimycotic 
studies of EO was done by standard disc diffusion method. In the present study, the antifungal potential of M. piper-
ita and C. vernum  EOs was evaluated against three human pathogenic fungi isolated from the soil of agricultural 
field and animals habitat of Saharanpur (U.P.) i.e. Trichophyton mentagrophytes, T. tonsurans and T. equinum. The 
chemical composition of M.piperita and C.vernum EOs were analysed by GC-MS. Menthol (53.28%) was the major 
compound of the M. piperita EO followed by menthyl acetate (15.1%) and menthofuran (11.18%). Major constitu-
ents of C.vernum EO were linalool (8%), (E)-cinnamaldehyde (7.2%), β-caryophyllene (7.4%), eucalyptol (6.4%), and 
eugenol (5.6%). EOs of M. piperita and C. vernum have been found to have a remarkable and excellent antifungal 
activity against these pathogenic fungi. Present findings conclude that natural products like plant-derived EOs in-
stead of chemotherapy and emergence of resistance to antifungal drugs can be regarded as an environmental 
safety mode of diseases control against pathogens.

Keywords: essential oils, antimicrobial, drug, resistance, natural products
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Противогрибковый потенциал эфирных масел  
Mentha piperita и Cinnamomum verum
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Аннотация. В последнее время наблюдается рост смертности от грибковых инфекций среди населения 
с ослабленным иммунитетом. Рост грибковых инфекций, ограничений, возникающих при их лечении, 
таких как резистентность, побочные эффекты и высокая токсичность, а также чрезмерное назначение и 
использование обычных противогрибковых препаратов стимулирует поиск альтернативных природных 
лекарств и новых стратегий. Эти стратегии предполагают использование таких надежных агентов для лечения 
грибковых заболеваний, как эфирные масла, известные своими антимикробными свойствами и являющиеся 
многокомпонентными по своей природе. В настоящем исследовании противогрибковый потенциал эфирных 
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INTRODUCTION
Keratinophilic fungi are a group of microorganism 

that are able to decompose keratin remains in environ-
ment and pathogenic to humans and animals. The soil 
that is rich in keratin materials is most conducive for the 
growth and occurrence of keratinophilic fungi distribution 
is variable with the environment and depends on different 
environment factors such as humans and animals pres-
ence. Keratinophilic fungi include a variety of filamentous 
fungi mainly comprising hyphomycetes and several other 
taxonomic groups [1, 2]. Dermatophytes cause humans 
and animals mycoses and thus have drawn the attention 
of medical and veterinary epidemiologists. The majority 
of dermatophytes can live saprophytically and keratino-
philic fungi can be considered as a potential pathogen 
[3]. They occur in many natural and man-made habitats. 
Keratinophilic fungi are unique in the sense that they 
require and utilize keratin for growth [4, 5]. Studies on 
keratinophilic fungi are now considerable significance 
for their important role on the breakdown of keratinous 
debris of animals and man in the nature and they have 
a worldwide distribution [6, 7]. Studies have been shown 
that soils are important sources of dermatophytes and 
keratinophilic fungi [8–10]. In the past two decades, the 
emergence of resistance to various antifungal drugs has 
accelerated dramatically. Azole-resistant Candida and  
Aspergillus species are the top pathogens responsible for 
nosocomial or food-borne infections [11, 12]. In addition, 
the formation of biofilms by Candida species have raised 
concerns due to their increased resistance to antifungal 
therapy and protects the microbial cells within biofilms 
from the host immune defenses [13, 14]. Moreover, Eos 
especially with known antibacterial effects have the po-
tential to be used in food industry as preservatives and to 
increase the shelf life of products. Therefore, determining 
the antimicrobial properties of EOs might help to over-
come microorganism resistance to antibiotics. The chem-
ical composition of aromatic plants depends largely on 
the individual genetic variability and different plant parts. 

The presence and concentration of certain chemical con-
stituents of EOs also fluctuate according to the season, 
climatic condition, and site of plant growth [15]. A review 
of literatures reveals that there are many EOs which ac-
quire antifungal activity [16–19]. The development of an-
tifungal resistance is complex and depends on multiple 
host and microbial factors [20]. According to Moreira et 
al, lipophilic compounds of the oils bond the phospholipid 
bilayer of the cell membrane increasing its permeability 
and spreading out the intracellular contents or damaging 
the enzymatic system of the cell [21, 22]. Mentha piperita 
oil is one of the most popular and widely used EOs, mostly 
because of its main components, Menthol, and menthone 
[23]. Previous studies have shown antiviral, antibacte-
rial, antifungal, antibiofilm formation, radioprotective, 
antioedema, analgesic and antioxidant activities of the 
EO [24–26]. Cinnamon is a good source of the powerful 
antioxidant manganese. Therefore, much attention has 
been paid to the discovery and development of new an-
timicrobial agents that might act against these resistant 
microorganisms, and cinnamon could be an interesting 
candidate [27, 28]. With regards to volatile components, 
the chemical composition of cinnamon EOs depends 
on the part of the plant from which they are extracted  
[29–31]. The presence and concentration of certain 
chemical constituents of EOs also fluctuate according to 
the season, climatic condition, and site of plant growth  
[15, 32]. The objective of this work was to evaluate the antifun-
gal efficacy of Mentha piperita and Cinnamomum vernum  
EOs against drug resistant three widely pathogenic fungal 
strains that cause superficial skin infections in humans 
and trying to find more safely hygienic natural plant prod-
ucts. The goal of this study was to investigate the chemi-
cal composition and in vitro antifungal activities of EOs of 
the leaves of M. piperita and C. vernum. 

MATERIALS AND METHODS
Collection of Soil Samples. Sixty Six soil samples 

were collected from different agricultural fields and ani-

масел Mentha piperita и Cinnamomum vernum оценивался в отношении 3-х патогенных для человека грибов, 
выделенных из почвы сельскохозяйственных полей и среды обитания животных в г. Сахаранпуре (Индия): 
Trichophyton mentagrophytes, T. tonsurans и Т. equinum. В общей сложности было взято 66 образцов почвы. 
Выделение кератинофильных грибов проводили методом с использованием волос в качестве «приманок». 
Экстракцию эфирных масел Mentha piperita и Cinnamomum vernum осуществляли методом гидродистилляции, 
а химический состав обоих экстрагированных эфирных масел определяли с помощью газовой ГХ-МС. 
Исследования противогрибковой активности эфирных масел проводили стандартным диско-диффузионным 
методом. Химический состав эфирных масел M. piperita и C. vernum анализировали методом ГХ-МС. Ментол 
(53,28%) был основным соединением эфирного масла M. piperita, за ним следовали ментилацетат (15,1%) и 
ментофуран (11,18%). Основными составляющими эфирного масла C. vernum были линалоол (8%), (E)-коричный 
альдегид (7,2%), β-кариофиллен (7,4%), эвкалиптол (6,4%) и эвгенол (5,6%). Было обнаружено, что эфирные 
масла M. piperita и C. vernum обладают высокой противогрибковой активностью против рассмотренных 
патогенных грибов. Результаты исследования показывают, что эфирные масла растительного происхождения 
можно рассматривать как безопасный для окружающей среды способ борьбы с патогенами и как альтернативу 
химиотерапии и противогрибковым препаратам, к которым возникла устойчивость. 

Ключевые слова: эфирные масла, противомикробные лекарственные препараты, резистентность, натуральные 
продукты
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mals habitat of Saharanpur (U.P.) India. For this present 
study, different soil samples were collected in sterile poly-
ethylene bags and brought to the laboratory for further 
microbiological analysis. Keratin substrates (Ks) were 
collected from different sources such as chicken feather, 
buffalo hairs, goat hairs, dog hairs, pig hairs, ship hairs, 
and horse hairs in clean sterilized plastic bags and trans-
ferred to the laboratory. Samples were transmitted to the 
laboratory as early as possible for further analysis like pH, 
temperature, humidity, salinity, total dissolved solids.

Collection of Plants & Extraction of Oil. Fresh leaves 
of M. piperita and C. vernum were purchased from Saha-
ranpur, U.P. during summer season. Identification of both 
plant leaves was done from Herbarium office, NBRI, Luc-
know. Extraction of oil from the fresh leaves of M. piperita 
and C. vernum were carried out by standard hydrodistil-
lation method, Clevenger’s apparatus and all operations 
were carried out at room temperature. The fresh leaves 
of M. piperita and C. vernum were washed to remove 
soil and cut into small pieces. Small pieces of leaves of  
M. piperita and C. vernum (250 gm) were placed in a sepa-
rate flask together with distilled water (1L). After 5–6 h, oil 
was collected from the apparatus, anhydrous with sodium 
sulphate for removal of water traces, then this 100% pure 
essential oil were dispensed into dark bottles and stored 
at 4 °C until used. Essential oil was ready to use for disc 
diffusion test and determination of MIC. The essential oil 
thus obtained was subjected to antidermatophytic activity. 

Isolation of keratinophilic fungi by Hair Bait Technique.  
Isolation of keratinophilic fungi was done using the hair 
bait technique (Vanbreuseghem R., 1952) [33]. Moist 
chamber were prepared using sterile soil samples.  
2–3 cm short strands of sterilized defatted baits were 
spread over soil samples. 10–15 ml of sterile water was 
added to the soil to facilitate germination of fungal spores. 
Petri dishes were then incubated at room temperature at 
28 °C for 15–20 days. Plates were examined periodically 
for the development of mycelium. 

Identification of Keratinophilic fungi. Each single fun-
gal colony was taken from the mixed culture. Pure culture 
was developed by repeated sub culturing which was trans-
ferred to agar slant and subcultured and then stored at 
4 °C temperature. The fungal colonies were identified by 
microscopic and macroscopic charcteristics. The macro-
scopic examination of fungi was characterized by duration 
of growth, surface morphology and pigment production 
on the reverse and microscopically, the isolated fungi 
was stained with Lactophenol cotton blue staining and 
observe under the microscope at high power of objective 
lens. 

Gas chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS) 
analysis of M. piperita and C. vernum EOs. Quantitative 
and qualitative analysis of the EOs were performed using 
a GC-MS apparatus. The analysis was performed with an 
Rtx 5 MS column. For the GC-MS detection, an electron 
ionization system with ionization energy of 70 eV was 
used. Nitrogen gas was used as carrier gas with a flow 
rate of 1.21 ml/min. The column was raised from 50 to 
320 °C at a rate of 3 °C min. The relative percentage 
of the oil constituents was expressed as percentage by 
peak areas and the identification of oil components was 
based on their retention time with available literature val-
ues [34].

Antimycotic Studies of EOs against Selected Fungi by 
Disc Diffusion. Oil was screened for their antifungal ac-
tivity against Trichophyton mentagrophytes, T. equinum 
and T. tonsurans by disc diffusion method [35]. Standard 
size whatman no. 1 filter paper discs 6.0 mm in diameter, 
sterilized by dry heat at 140 °C in an oven for one hour 
were used to determine antifungal activity. SDA medium 
for disc diffusion test was prepared. After sterilization it 
was poured into sterilized petriplates and allowed to solid-
ify. Then one day old fresh culture of isolated fungi were 
be used for inoculums preparation. A suspension was just 
tubid (~0.5 McFarland standard) by visual inspection was 
prepared by suspending fungus in 0.9% NaCl solution and 
the homogeneous suspension was used for inoculation. 
Using a sterile cotton swab, fungal cultures were swabbed 
on the surface of sterile Sabourauds Dextrose Agar plates. 
Sterilized filter paper discs were soaked in neat, undiluted 
(100, 75, 50, 25%) concentration of oils. Using an ethanol 
dipped and flamed forceps, oil saturated discs of 100, 75, 
50, 25% concentration were aseptically placed over Sab-
ourauds dextrose agar plates seeded with the respective 
test microorganism. The antibiotic discs of Clotrimazole 
and Ketoconazole (10 mcg per disc) were also aseptically 
placed over the seeded Sabouraud’s dextrose agar plates 
as a standard drug for comparison of antifungal activity 
with EOs. The plates were incubated at 28 °C for 48–72 h.  
The diameter of the inhibition zones was measured in mm 
and the activity index was calculated on the basis of the 
size of the inhibition zone. Three replicates were kept in 
each case and average values were calculated. 

RESULTS AND DISCUSSION
The present study reported that out of sixty six soil 

samples collected, three species of keratinophilic fun-
gi were predominantly isolated from different animal’s 
habitat and agricultural fields with different keratin sub-
strates. These habitats contain lots of keratin debries. 
In the present work, T. mentagrophytes, T. tonsurans 
and T. equinum were isolated predominantly from the 
agricultural and animal habitat soils of Saharanpur 
(U.P.) and also found main etiological agent of zoonot-
ic dermatophytosis in investigated area. Macroscopic 
and microscopic characteristics of isolated fungi are 
shown in Tab. 1. Various earlier workers were reported 
the diverse population of keratinophilic fungi and der-
matophytes from India soil [36, 37]. The high preva-
lence of keratinophilic fungi from the soil of Saharanpur 
due to buffalo hairs, human hairs and dog hairs which 
come to the soil either as dead or dropped off serves 
as substrates and are subjected to microbial decom-
position. The present study clearly indicates that the 
diverse existence of keratinophilic fungi in soil of Saha-
ranpur and play major role in bioremediation in natural 
environment. The present study coincides with other 
workers who also reported diverse soil habitats have 
been screened from different countries Brazil, Kuwait, 
Iran and India indicating that these groups of fungi are 
distributed worldwide [38–40]. In urban areas, where 
there are high concentrations of people and animals, 
soil rich in organic matter may constitute a permanent 
or occasional reservoir for fungi and during this fungi 
can be a potential source of skin infection for animals 
and humans. These animals serve as reservoirs of 
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zoophilic dermatophytes and their zoonotic infections 
have considerable importance [41, 42]. Sandpits are 
thought to play a role in the epidemiology of human and 
animals mycoses and reported special care needs to 
be paid to identify potential pathogenic fungal species 
such as species from Fusarium, isolated from soil sam-
ples of recreational parks and in all elementary school 
[43]. Some workers reported that when infections due 

to other opportunistic fungal agents occur can lead to 
very unfavorable and even serious outcomes infection 
by fungi [44]. 

The leaves of Mentha piperita and Cinnamomum 
vernum were collected from Saharanpur (U.P.) and  
EO was extracted by Clevenger apparatus based on 
hydrodistillation method as shown in Fig 1, 2. Hence, 
antimycotic studies and chemical composition of es-

Table 1. Macroscopic and Microscopic Characteristics of Isolated fungi

Таблица 1. Макроскопические и микроскопические характеристики выделенных грибов 

Isolated Fungi Macroscopic Characteristics Microscopic Characteristics

Trichophyton 
tonsurans

Colonies on Sabouraud’s Dextrose Agar at 28 °C 
grow moderately and the color of the colony is initially 
white then creamy yellow rose at age with conidial 
production. Suede like with radial folds sometimes 
powdery or velvety. Reverse is pale lemon yellow to 
mahogany brown may dark diffusing in the agar. 

Many pyriform microconidia on stalks ballon 
forms. Rare distorted macroconidia. Hyphae 
are relatively broad irregular, much branced 
with numerous septa. Microconidia are 
varying in size and shape from long clavate to 
broad pyriform is borne right.

Trichophyton 
mentagrophytes

Colonies on Sabouraud’s Dextrose Agar at 28 °C grow 
moderately and velvety, flat, thin with powder and pale 
powder dry and white powder in color.

Round microconidia in grape-like clusters, 
Spiral hyphae and macro conidia narrowly 
attached to hyphae.

Trichophyton equinum

Growth rate moderately rapid texture suede like to 
downy flat. Thallus color cream to pale yellow deeps 
to pinkish or brown is in centre. Reverse deep yellow 
becoming red brown or dark pink may produce brown 
soluble pigment.

Pyriform microconidia lateral may be produced 
on stalks. Rare club shaped macroconidia 
smooth thin walled.

Fig. 1. Mentha piperita (Peppermint oil)

Рис. 1. Mentha piperita (масло мяты перечной)
Fig. 2. Cinnamomum vernum (Cinnamon oil)
Рис. 2. Cinnamomum vernum (масло корицы)
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sentinal oils of Cinnamon and Peppermint were carried 
out against selected fungi to eco-friendly control the 
fungal infections. In the present study, thirteen (13) 
compounds  representing 99.37% area of the oil, were 
identified. The qualitative and quantitative composi-
tions of the EO of M. piperita by GC-MS analysis and an-
tifungal activity was carried out by disc diffusion method 
are presented in Tab. 2, 3 and Fig. 3. GC/MS analyses 
showed that the main constituent of the M. piperita 
EO was menthol (53.28%) followed by menthyl acetate 
(15.1%) and menthofuran (11.18%). The compositions 
of the EOs might be affected by the developmental 
stages of the plant. Some authors reported alpha ter-
pinen as the dominant component of M. piperita EO 
(19.7%) while other previous studies identified menthol 
as one of the main constituents of the EOs [23, 45]. 
The higher concentration of menthol in this study as 
may reflect variations due to geographical location from 

which the plants were collected. In this study, the EOs of  
M. piperita exhibited strong antimycotic activities 
against T. mentagrophytes (60 mm), T. equinum (67 mm)  
and T. tonsurans (50 mm) at 100% concentration of 
pure EO than standard drugs. Similarly second oil i.e. 
Cinnamomum vernum, chemical constituents was iden-
tified by GC-MS analysis resulted in the identification of 
ten (10) chemical compounds for C. vernum EO, as in-
dicated in Tab. 4 and Fig. 4. (E)-cinnamaldehyde (7.2%), 
linalool (8.00%), β-caryophyllene (7.40%), eucalyptol 
(6.40%), and eugenol (5.60%) were the main compo-
nents of the C. vernum EO. The other important con-
stituents were p-cymene (1.90%), α-humulene (1.70%), 
δ-cadinene (1.40%), α-pinene (1.30%), and limonene 
(1.20%). In accordance with our results, several stud-
ies have reported that cinnamaldehyde is the major 
chemical compound of C. zeylanicum bark EO [46, 47]. 
Antimycotic activity of C. vernum EO was also evaluat-

Table 2. Chemical components (%) of the EOs distilled from 
Mentha piperita

Таблица 2. Химический состав (%) эфирных масел, 
дистиллированных из Mentha piperita

Compounds RI % Oil

α-Pinene 930 0.32

Sabinene 970 0.26

β-pinene-1 978 0.58

β-pinene-2 1035 6.69

Cis-sabinene hydrate 1072 0.50

Menthone 1155 2.45

Menthofuran 1168 11.18

Neomenthal 1166 2.79

Menthol 1178 53.28

Neomenthy acetate 1274 0.65

Menthyl acetate 1298 15.10

Isomenthyl acetate 1308 0.61

β-Bourbonene 1389 0.37

Table 3. Antifungal activity of Mentha piperita oil against  
selected isolated fungal strains

Таблица 3. Противогрибковая активность масла Mentha 
piperita в отношении отдельных изолированных штаммов 
грибов

Oil Test strain Concentration  
of oil, %

IZ*  
of sample, mm

M
en

th
a 

pi
pe

rit
a 

oi
l (

Pe
pp

er
m

in
t o

il)

T. mentagrophytes

100 60
75 50
50 29
25 12

T. tonsurans

100 67
75 40
50 30
25 15

T. equinum

100 50
75 39
50 29
25 15

Note. *– Inhibition zone (in mm) of standard antifungal drugs 
including the diameter of disc (6 mm). 

                  
                                          a                                                             b                                                             c

Fig. 3. Antidermatophytic activity of Mentha piperita EO at 100% concentration against selected fungal strains: a – T. equinum; 
b – T. mentagrophytes; c – T. tonsurans

Рис. 3. Противодерматофитная активность эфирного масла Mentha piperita в 100%-й концентрации в отношении отдельных 
штаммов грибов: a – T. equinum; b – T. mentagrophytes; c – T. tonsurans

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3532871/table/tab1/?report=objectonly
https://www.hindawi.com/journals/ecam/2020/5190603/tab1/
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ed by disc diffusion method and found excellent inhibi-
tion of zone at 100% concentration of pure EO against  
T. tonsurans (60 mm), T. mentagrophytes (59 mm) and 
T. equinum (58 mm) as compared to standard antifun-
gal drugs i.e. Ketoconazole and Clotrimazole (Tab. 5). 

Inhibition zone of Ketoconazole and Clotrimazole  
(10 mcg/disc) is 32 and 30 mm against T. mentagro-
phytes. Inhibition zone of Ketoconazole and Clotrimazole 
(10 mcg/disc) is 28 and 25 mm against T. tonsurans. 
Inhibition zone of Ketoconazole and Clotrimazole  
(10 mcg/disc) is 24 and 22 mm against T. equinum. 

The traditional use of plants as medicines provide 
the basis for indicating which EOs may be useful for 
specific medical conditions. It is important to investi-
gate scientifically those plants which have been used in 
traditional medicines as potential sources of novel anti-
microbial compounds [48]. The present findings similar 
with Wuthi-Udomlert et al who reported the antifungal 
activity of turmeric oil against 29 clinical strains of der-
matophytes and in screening of turmeric oil, diameter of 
inhibition zone was found to vary from 26.1 to 46 mm 
against 29 clinical strains of dermatophytes [49]. There 
are numerous scientific studies which proved the inhib-
itory effect of the EOs against different fungi [50]. It is 
important to analyze that the plants which have been 
used in the medicines as a potential source of normal 
antimicrobial compounds. The present work coincides 
with the work of Sharma et al who also reported the ad-
ditive and inhibitory effect of Curcuma longa (Turmeric) 
and Zingiber officinale (Ginger) EOs against dermato-
phytes causing superficial skin infections [51]. The use 
of EOs in treatment and prevention from infection has 
been in demand in the field of research from the past. 
Natural products have served as a research resource 
for most drugs, providing a basis for chemical research 
and discovery of new drugs [52]. Several reasons have 
been offered to explain the success of natural products, 
among them is their great chemical diversity, the effects 
of evolutionary pressure in creating biologically active 
molecules, the structural similarity of protein targets 
in different species, among others [53]. The treatment 
of fungal disease is limited and part of the reason is 
due to the limited spectrum of the currently antifungal 
drugs and the expensive treatment particularly due to 

Table 4. Chemical components (%) of the EOs distilled from 
Cinnamomum verum

Таблица 4. Химический состав (%) эфирных масел, 
дистиллированных из Cinnamomum verum

Compounds RI % Oil

E-cinnamaldehyde 15.22 7.2
α-Pinene Linalool 5.66 1.3
Linalool 9.86 8.0
β-Caryophyllene 18.58 7.4
Eucalyptol 8.08 6.4
Eugenol 16.90 5.6
α-Humulene 19.47 1.7
δ-Cadinene 20.97 1.4
p-Cymene 7.82 1.9
Limonene 7.93 1.2

      
                                             a                                                           b                                                          c

Fig. 4. Antidermatophytic activity of Cinnamomum verum EO at 100% concentration against selected fungal strains:  
a – T. equinum; b – T. mentagrophytes; c – T. tonsurans

Рис. 4. Антидерматофитная активность эфирного масла Cinnamomum verum в 100%-й концентрации в отношении 
отдельных штаммов грибов: a – T. equinum; b – T. mentagrophytes; c – T. tonsurans

Table 5. Antifungal activity of Cinnamomum verum oil against 
selected fungi

Таблица 5.  Противогрибковая активность масла 
Cinnamomum verum в отношении некоторых грибов 

Oil Test strain Concentration  
of oil, %

IZ*  
of sample, mm

Ci
nn

am
om

um
 v

er
um

 o
il

T. mentagrophytes

100 59 
75 50 
50 30 
25 20 

T. tonsurans

100 60 
75 46 
50 31 
25 19 

T. equinum

100 58 
75 45 
50 31 
25 19 

Note. *– Inhibition zone (in mm) including the diameter of disc 
(6 mm). 
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the need of prolonged therapy. Jayaprakasha et al also 
reported some alternative therapies including natural 
products are necessary to control the fungal infections 
[54]. Various workers have reported that due to high 
volatility and lipophilicity of the EOs they are readily at-
tached to penetrate in to the cell membrane to exert their 
biological effect. Ali and Ali in Saudi Arabia investigate 
the antifungal activity of plants from the Jeddah region  
(A. indica, Z. spina-christi, and O. europaea), P. dactylifera  
seed, neem oil and other oils [55]. Another interesting 
investigation reports the antibacterial activity of cinna-
mon bark EO and its main constituents, trans-cinnamal-
dehyde and eugenol against Cronobacter sakazakii and 
C. malonaticus, which are opportunistic pathogens that 
cause infection in children and immunocompromised 
adults. Kizil et al reported the EOs exhibited fungistat-
ic and fungicidal activities against both of the standard 
and clinical strains of Candida species at concentrations 
ranging from 0.5  μL/mL to 8  μL/Ml [56]. According to 
the study of Saharkhiz et al EOs killed the standard strain 
of C. neoformance is a well-known primarily opportunis-
tic pathogen which produces chronic and life-threat-
ening meningitis at concentration of 4  μL/mL [56].  
The antifungal activities of the EOs of Acantholippia 
seriphioides, Artemisia mendozana, Gymnophyton 
polycephalum, Satureja parvifolia, Tagetes mendocina, 
and Lippia integrifolia, collected in the Central Andes 
area, Province of San Juan, Argentina, were investi-
gated against M. gypseum, T. mentagrophytes and  
T. rubrum and were inhibited by the EOs of G. polycephalum,  
L. integrifolia, and S. parvifolia, with minimum inhibitory 
concentrations (MICs) between 31.2 and 1000 μg/ml.  
This study shows that these Cetral Andean area spe-
cies might be used to treat superficial fungal infec-
tions [57]. In the study of Agarwal et al and Saharkhiz 
et al found that the formation of biofilm by C. albicans 
was inhibited completely at a concentration of up to  
2  μL/mL in a dose-dependent manner [56, 58]. Shim-
ing et al reported antifungal mechanism of EOs, inhibits 
the synthesis of ergosterol in fungal and cholesterol in 
mammalian cells [59]. The present results showed the 
excellent antidermatophytic efficacy of M. piperita and  
C. vernum against T. mentagrophytes. T. tonsurans and  
T. equinum as compared to standard antifungal drugs and 

can be used to control the superficial fungal infections 
of the skin as an eco-friendly agent and to combat the 
mechanism of antimicrobial drug resistance. The tested  
EO in the present study was rich in Menthol. It has been 
shown that this phenolic monoterpene has a hydroxyl 
group around the phenolic ring and exhibits its antimi-
crobial activity through the disruption of the cytoplasmic 
membrane and due to the main characteristics of EOs is 
their hydrophobicity, which enables their incorporation 
into the cell membrane [60, 61]. The great importance 
of natural products in developing new therapeutic tools 
is evident. In this aspect, medicinal plants and their de-
rivatives are important for pharmacological research 
and drug development. Special attention has been di-
rected to natural derivatives, based on the knowledge 
of antifungal compound production in nature.

CONCLUSION
The polluted area of agricultural fields of soil is a dy-

namic medium in which a large number of keratinophil-
ic and non-keratinophilic fungi live in close association. 
Some keratinophilic fungi are pathogenic to man and 
animals. Dermatophytic infections are highly common 
and endemic disease in developing countries due to 
poverty, improper health facilities, illiteracy and other 
poorly developed diagnostic techniques. Also, some mi-
croorganisms which are resistant to newer or modern 
antifungal synthetic drugs and in some severely immu-
nosuppressed patients. M. piperita and C. vernum EOs 
can be suggested as an alternative to synthetic antibi-
otics, especially for the treatment of antibiotic-resistant 
infections. These EOs can also be considered for devel-
oping products to controlling fungal infections. Thus, 
there is a need for an alternative therapy that is safe, 
cheaper, economical and easily available so wide range 
of EOs from plants are still unexplored for their antifun-
gal activity. Hence, the present study conclude that to 
explore new antifungal agents alternative to synthetic 
drugs for the treatment of dermatophytic and other fun-
gal diseases. This research study will be beneficial for 
the human health, human economy, environment safety 
and antimicrobial drug resistance for proper and timely 
treatment of fungal infections in immunocompromised 
patients.
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Синтез наноструктурированных нитратов  
бактериальной целлюлозы
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Институт проблем химико-энергетических технологий СО РАН, г. Бийск, Российская Федерация

Аннотация. Работа посвящена исследованию синтеза нитратов целлюлозы из бактериальной целлюлозы. 
Бактериальная целлюлоза характеризуется высокой степенью полимеризации – 4600. Методом растровой 
электронной микроскопии установлено, что ее структура представляет собой плотную сетку наноразмерных 
микрофибрилл. Методом ИК-спектроскопии показаны функциональные группы, соответствующие природной 
целлюлозе. Путем обработки бактериальной целлюлозы промышленной серно-азотной кислотной смесью с со-
держанием азотной кислоты 47–52% и серной кислоты 34–38% получены с выходом 156–159% образцы на-
ноструктурированных нитратов бактериальной целлюлозы, полностью растворимые в ацетоне, что подтвержда-
ет получение именно азотнокислых эфиров целлюлозы. Нитраты целлюлозы по функциональным свойствам 
близки: массовая доля азота – 11,65–11,78%, вязкость – 963–1282 мПа·с, растворимость в спиртоэфирной 
смеси – 12,9–14,1%. Методом растровой электронной микроскопии показано, что нитрование бактериальной 
целлюлозы приводит к дезорганизации плотной сетки микрофибрилл. Подтверждение получения азотнокислых 
эфиров целлюлозы установлено методом ИК-спектроскопии по наличию функциональных нитрогрупп. Мето-
дами термогравиметрического и дифференциально-термического анализов показана высокая чистота синте-
зированных образцов. Оригинальность результатов заключается в сравнительном анализе свойств нитратов 
целлюлозы, синтезированных на основе бактериальной целлюлозы, полученной разными способами предва-
рительной подготовки; в использовании кислотных смесей различного состава и отличных от применяемых в 
мировой науке условий нитрования. Представленные результаты обосновывают целесообразность использо-
вания наноструктурированной бактериальной целлюлозы в качестве прекурсора нитратов целлюлозы, приме-
няемых в новых высокотехнологичных материалах, наукоемких областях, отличных от областей применения 
нитратов целлюлозы из растительной целлюлозы. 

Ключевые слова: наноструктурированная бактериальная целлюлоза, синтез, стабилизация, серно-азотная кис-
лотная смесь, наноструктурированные нитраты целлюлозы, морфология поверхности
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Synthesis of nanostructured bacterial nitrocellulose
Yuliya A. Gismatulina , Anna A. Korchagina, Vera V. Budaeva

Institute for Problems of Chemical and Energetic Technologies of the SB RAS, Biysk, Russian Federation 

Abstract. This work investigates an approach to the synthesis of nitrocellulose from bacterial cellulose. Bacterial 
cellulose demonstrates a high polymerization degree of 4600 and, according to SEM, consists of a dense network 
of nanosized microfibrils. IR spectroscopy identified functional groups corresponding to natural cellulose. Samples 
of nanostructured bacterial nitrocellulose were obtained in 156–159% yield by treating bacterial cellulose with an 
industrial mixture of 47–52% nitric acid and 34–38% sulfuric acid. The obtained samples proved to be completely 
soluble in acetone, which confirmed the formation of nitric acid cellulose ethers. The samples were found to have 
similar functional properties: the mass nitrogen fraction of 11.65–11.78%; the viscosity of 963–1282 mPa·s; the 
solubility in an alcohol-ether mixture of 12.9–14.1%. The conducted SEM analysis showed that nitration of bacterial 
cellulose leads to disorganization of the dense network of microfibrils. The production of nitric acid cellulose 
ethers was established by IR spectroscopy according to the presence of functional nitro groups. The methods of 
thermogravimetric and differential thermal analysis confirmed the high purity of the synthesized materials. The 
novelty of the conducted study lies in a comparative analysis of the properties of nitrocellulose samples synthesized 
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ВВЕДЕНИЕ
Нитраты целлюлозы (НЦ), впервые полученные 

более 200 лет назад французским химиком А. Бра-
конно, благодаря уникальному сочетанию своих фи-
зико-химических, технологических и эксплуатацион-
ных характеристик по-прежнему остаются наиболее 
востребованными энергетическими биополимерами 
целлюлозы [1]. Область применения НЦ охватывает 
широкий спектр использования – от традиционных 
военной и гражданской сфер до получения новых вы-
сокотехнологических материалов – и постоянно про-
должает расширяться [2–7].

В связи с быстрыми темпами развития электро-
ники, электротехники и других наукоемких техноло-
гий требуются новые виды НЦ, удовлетворяющие 
прогрессивному росту. НЦ из растительного сырья, 
несмотря на его неоспоримые преимущества, отве-
чающие современным принципам зеленой химии 
(энергоэффективности, доступности, биоразлагаемо-
сти и быстрой скорости возобновления), не могут в 
полной мере удовлетворить такой спрос ввиду своих 
природно-морфологических особенностей [8]. Наряду 
с растительной целлюлозой учеными в качестве пре-
курсора НЦ рассматриваются ее синтетические ана-
логи [9], однако исследования в этой области только 
набирают свой оборот. 

По мнению мировой науки, особую ценность в ка-
честве прекурсора новых видов НЦ представляет на-
ноструктурированная бактериальная целлюлоза (БЦ), 
которая совершенно отличается по своей природе от 
растительной и синтетической целлюлозы [10, 11]. 
Благодаря своим уникальным свойствам – высокой 
механической прочности, чрезвычайной тонкости, 
чистоте, молекулярно-структурной однородности во-
локон, а также высоким значениям степени полиме-
ризации и степени кристалличности – БЦ может быть 
модифицирована в НЦ для наноматериалов различ-
ной конфигурации и функциональности [12–18], что 
является главной движущий силой новой промышлен-
ной революции, поскольку нитрование нанострукту-
рированной целлюлозы в сравнении с растительной 
способствует образованию энергических биополиме-
ров с улучшенными свойствами.

Впервые принципиальная возможность получения 
НЦ из БЦ была показана путем обработки БЦ, концен-
трированной азотной кислотой в среде дихлорметана 
[19]. Однако из-за крайне малого количества синтези-
руемого вещества ученым не удалось определить его 
основные характеристики. Позднее авторами рабо-

ты [20] были проведены исследования по изучению 
зависимости массовой доли (м.д.) азота от условий 
нитрования, однако данные по вязкости и раствори-
мости, являющихся важными характеристиками для 
практического использования НЦ и определяющих 
технологические и физико-механические свойства 
готовых изделий, а также расход растворителя при их 
получении, приведены не были. В работе [8] из БЦ 
синтезированы НЦ в широком диапазоне м.д. азота, 
обладающие жесткой молекулярной цепью в разбав-
ленном растворе ацетона. Более поздним достижени-
ем в области получения НЦ из БЦ стала работа [21], 
в которой в качестве исходного сырья для получения 
НЦ был использован пищевой продукт – Nata de Coco. 
Методом рентгеноструктурного анализа было выявле-
но, что обработка БЦ нитрующей смесью в процессе 
нитрования привела к аморфизации его кристалличе-
ской структуры. Еще одной группой ученых [14] был 
проведен сравнительный синтез НЦ из 2-х альтерна-
тивных источников: растительного (пух растения Ceiba 
pentadra L.) и микробиального происхождения (Nata 
de Coco). Было установлено, что НЦ из обоих источни-
ков характеризуются высокой степенью замещения 
с преимуществом НЦ из Nata de Coco. Ранее нами 
[22, 23] была показана принципиальная возмож-
ность синтеза НЦ путем обработки промышленной 
серно-азотной кислотной смесью БЦ, полученной на 
синтетической питательной среде с использованием 
симбиотической культуры Medusomyces gisevii Sa-12.  
Полученные НЦ характеризовались следующими 
свойствами: м.д. азота – 11,45%, крайне высокой 
вязкостью – 1900 мПа·с, растворимостью в спирто-
эфирной смеси – 15,8% и м.д. золы – 0,10%, что еще 
раз подтверждает необходимость проведения всесто-
ронних комплексных исследований в этой области, 
поскольку полученный единичный результат лишь 
подтверждает всевозможную вариативность свойств 
по лучаемых НЦ при изменении условий нитрования.

Наряду с современными исследованиями, охва-
тывающими прямой синтез НЦ из наноструктуриро-
ванной БЦ, зарубежными учеными рассматривается 
возможность использования НЦ на основе БЦ в ка-
честве перспективного энергетического связующего 
[12, 13, 15, 24, 25], основного компонента порохов 
[24–25], поскольку НЦ из БЦ характеризуются сверх-
тонкой, высокочистой волокнистой сетью и более 
стабильной структурой в сравнении с растительными 
НЦ [24–25]. Так, авторы работы [15] пришли к мне-
нию, что благодаря высокой прочности при растяже-

from bacterial cellulose using different pre-treatment methods, as well as in the application of acid mixtures and 
nitration conditions different from those reported in literature. The obtained results indicate the feasibility of using 
nanostructured bacterial cellulose as a precursor of novel nitrocellulose materials for application in knowledge-
intensive fields and as an alternative to nitrocellulose obtained from plant cellulose.

Keywords: nanostructured bacterial cellulose, synthesis, stabilization, sulfuric and nitric acid mixture, nanostructured 
nitrocellulose, surface morphology
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нии сверхтонкому строению микроволокон, а также 
их сверхчистоте НЦ на основе БЦ обеспечат лучшие 
механические и эксплуатационные характеристики 
топлива по сравнению с традиционными энергети-
ческими связующими. Одним из последних достиже-
ний зарубежных ученых в области применения нано-
структурированных НЦ является их использование в 
золь-гель синтезе нечувствительных наноэнергетиче-
ских композитов [17], которые имеют долгосрочные 
перспективы для современного вооружения.

Другой не менее важной наукоемкой областью 
применения НЦ из наноструктурированной целлюло-
зы, в частности БЦ, является изготовление детекторов 
ионизирующих излучений, полупроницаемых мем-
бран, биологических индикаторов, биосенсоров, чи-
пов, селективных сорбентов, клея для склейки изделий 
и элементов электронной техники [1, 5, 16, 26, 27].

Анализ мировой литературы показал, что начиная 
с 2010 года и по настоящее время БЦ рассматрива-
ется в качестве альтернативы растительным источ-
никам, однако синтез НЦ из БЦ преимущественно 
ведется в микроколичествах, не позволяющих в со-
вокупности оценить физико-химические и структур-
но-морфологические характеристики, а также иссле-
довать синтезированные НЦ на предмет химической 
стойкости и совместимости с различными пластифи-
каторами. 

Целью настоящей работы являлся синтез образ-
цов нитратов наноструктурированной БЦ, получен-
ной с использованием симбиотической культуры 
Medusomyces gisevii Sa-12, а также определение 
основных функциональных свойств наноструктуриро-
ванных нитратов бактериальной целлюлозы (ННБЦ) в 
полном объеме.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В представленной работе объектом исследования 

являлся образец БЦ, полученный с использовани-
ем в качестве продуцента симбиотической культуры 
Medusomyces gisevii Sa-12, приобретенной во Все-
российской коллекции промышленных микроорга-
низмов. Биосинтез БЦ проводили на синтетической 
питательной среде в стационарных условиях в клима-
тической камере KB 400 (E6) (Binder, Германия) при 
температуре 27 °C в ранее выявленных оптималь-
ных условиях [28]. По окончании культивирования 
гель-пленку БЦ снимали с поверхности питательной 
среды и промывали от компонентов питательной сре-
ды и клеток поэтапной обработкой 2 масс. % NaOH 
и 0,25 масс. % HCl с последующей промывкой дис-
тиллированной водой до нейтральной реакции [28]. 
Для дальнейшей химической трансформации отмы-
тые пленки БЦ измельчали в блендере и подвергали 
сублимационной сушке в лиофилизаторе HR7000-M 
(Harvest Right LLC, США). Степень полимеризации БЦ 
определяли по времени истечения раствора целлюло-
зы в кадоксене (оксид кадмия в этилендиамине) на 
вискозиметре ВПЖ-3 (ООО «ЭКРОСХИМ», Россия) с 
диаметром капилляра 0,92 мм [29].

Для получения образцов ННБЦ исходный обра-
зец БЦ предварительно был измельчен в ромбовид-
ную сечку размером около 5x5 мм и высушен в су-
шильном шкафу при температуре около (60±5) °С 

в течение 10 ч. Фотография исходного образца БЦ 
представлена на рис. 1. Получение образцов ННБЦ 
проводили в одинаковых условиях с использованием 
промышленной серно-азотной кислотной смеси с со-
держанием азотной кислоты 48–52% и серной кис-
лоты 34–38%: температура 25–30 °С, продолжитель-
ность 40 мин [30, 31], модуль 1:160. По окончании 
процесса нитрования образцы ННБЦ были промыты 
и подвергнуты высокотемпературной стабилизации 
(при температуре не ниже 80 °С), включающей обра-
ботку в воде в течение 1 ч, обработку в 0,03%-м рас-
творе бикарбоната натрия в течение 3 ч и обработку 
в воде в течение 1 ч.

Образец ННБЦ-1 – это образец НЦ, полученный 
нами ранее в работе [23], выбранный для сравне-
ния. Образец ННБЦ-2 и ННБЦ-3 – образцы НЦ, полу-
ченные в рамках данной работы при использовании 
в одинаковых условиях (таблица). 

Основные функциональные свойства образцов 
ННБЦ были определены согласно [30, 31]. Массовую 
долю (м.д.) азота в образцах ННБЦ определяли фер-
росульфатным способом, основанным на омылении 
образцов ННБЦ концентрированной серной кислотой 
и восстановлении образовавшейся азотной кислоты 
сульфатом железа (II) до оксида азота (II), которая с 
избытком последнего образует комплексное соеди-
нение [Fe(NO)]SO4, окрашивающее раствор в желто-
вато-розовый цвет. Вязкость образцов ННБЦ опре-
деляли путем измерения времени истечения 2%-го 
ацетонового раствора из капиллярного стеклянного 
вискозиметра ВПЖ-1 (ООО «ЭКРОСХИМ», Россия). 
Растворимость образцов ННБЦ устанавливали по ме-
тоду, основанному на растворении ННБЦ в спиртоэ-
фирном растворителе при объемном соотношении 
этилового спирта к диэтиловому эфиру, равном 1:2, 
с последующей фильтрацией, сушкой и взвешива-
нием нерастворившегося остатка. Растворимость в 
ацетоне (1 г ННБЦ и 50 мл ацетона) измеряли путем 
фильтрации нерастворимого в ацетоне остатка ННБЦ 
с последующим высушиванием и взвешиванием. 
Выход полученных образцов ННБЦ рассчитывали по 
формуле: 

W = (mпр·100)/mисх,

где mпр – масса образца ННБЦ, г; mисх – масса исход-
ного образца БЦ, г.

Дополнительно образцы ННБЦ были исследованы 
следующими методами: растровой электронной ми-
кроскопии (РЭМ) с помощью сканирующего электрон-
ного микроскопа JEOL GSM 840 (Jeol Ltd., Япония); 
ИК-спектроскопии с использованием спектрометра 
Инфралюм ФТ-801 (ООО НПФ «Люмэкс-Сибирь», Рос-
сия) в диапазоне частот 4000–500 см-1; совместно-
го термогравиметрического (ТГА) и дифференциаль-
но-термического (ДТА) анализа на термоанализаторе 
TGA/DTG-60 (Shimadzu, Япония) в следующих усло-
виях: масса навески – 0,5 мг, скорость нагрева –  
10 °С/мин, максимальная температура – 350 °С, 
среда инертная – азот. 

Работа выполнена с использованием приборной 
базы Бийского регионального центра коллективного 
пользования СО РАН (Институт проблем химико-энер-
гетических технологий СО РАН, г. Бийск).
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
На рис. 1 представлены фотографии исходной 

влажной БЦ (рис. 1, а) и образца БЦ, высушенного 
методом сублимационной сушки в лиофилизаторе 
(рис. 1, b).

Согласно рис. 1, а, образец исходной влажной БЦ 
представляет собой полупрозрачную гладкую одно-
родную гелеподобную пленку белого цвета. В резуль-
тате предварительного измельчения в блендере и по-
следующей сублимационной сушки образца БЦ в ли-
офилизаторе была получена монолитная непрозрач-
ная пленка воздушной структуры толщиной 15 мм.  
На рис. 1, b представлен образец высушенной и из-
мельченной БЦ в количестве 5 г.

Экспериментальным путем было установлено, 
что образец наноструктурированной БЦ, получен-
ный с использованием симбиотической культуры 
Medusomyces gisevii Sa-12, характеризуется высо-
кой степенью полимеризации – 4600. Известно, 

что м.д. α-целлюлозы в БЦ составляет не менее 
99,0%, а нецеллюлозные примеси в ней практиче-
ски отсутствуют [22, 23], что свидетельствует о ее 
сверхчистоте.

Известно [32], что результат этерификации зависит 
не только от показателей качества исходной целлюло-
зы, но и от ее исходной формы, а также состояния по-
верхности, и чем развитее и доступнее обрабатыва-
емая нитрующими смесями поверхность целлюлозы, 
тем более равномерно будет проходить процесс ни-
трования. С учетом вышеизложенного можно предпо-
ложить, что благодаря сверхчистоте, хорошо развитой 
поверхности и морфологической однородности воло-
кон БЦ ее этерификация пройдет достаточно успешно 
с получением однородных по функциональным (физи-
ко-химическим) свойствам и морфологическому стро-
ению волокон образцов ННБЦ. В таблице представ-
лены основные функциональные свойства образцов 
ННБЦ.

а b

Рис. 1. Исходная влажная бактериальная целлюлоза (а); образец бактериальной целлюлозы, высушенной  
методом сублимационной сушки в лиофилизаторе (b)
Fig. 1. Initial wet bacterial cellulose (a); sample of bacterial cellulose freeze-dried in a lyophilizer (b)

Основные функциональные свойства образцов наноструктурированных нитратов бактериальной целлюлозы
Main Functional Properties of Nanostructured Bacterial Cellulose Nitrate Samples

Образец
Состав 

кислотной смеси 
для нитрования

Выход*, %

Характеристики

м.д.
азота, %

вязкость
2%-го раствора  

в ацетоне, мПа·с

растворимость  
в спирто-эфирной

смеси, %

ННБЦ-1 [23]
НNO3 – 50%

H2SО4 – 36%
H2О – 14%

150 10,96 916 13,4

ННБЦ-2
НNO3 – 48%

H2SО4 – 38%
H2О – 14%

159 11,78 963 14,1

ННБЦ-3
НNO3 – 52%

H2SО4 – 34%
H2О – 14%

156 11,65 1282 12,9

Примечание. *– выход посчитан после сушки ННБЦ на открытом воздухе.
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Из представленных в таблице результатов сле-
дует, что синтезированные в данном исследовании 
образцы – ННБЦ-2 и ННБЦ-3 – характеризуются 
близкими функциональными свойствами: м.д. азота 
– 11,65–11,78%, вязкость – 963–1282 мПа·с, рас-
творимость в спирто-эфирной смеси – 12,9–14,1%  
и выходом – свыше 156%. Сравнивая синтезиро-
ванные образцы ННБЦ-2 и ННБЦ-3 с образцом 
ННБЦ-1 [23], отметим следующее: повышение 
м.д. азота с 10,96 до 11,65–11,78% и выхода  
со 150 до 156–159%. Это может быть обусловлено, 
во-первых, разными режимами сублимационной 
сушки и способами подготовки исходных образцов 
БЦ к сушке (исходный образец БЦ для ННБЦ-1 не 
подвергался предварительному измельчению блен-
дером во влажном состоянии); во-вторых, увеличе-
нием модуля нитрования с 1:50 (для образца ННБЦ-
1) до 1:160 (для образцов ННБЦ-2 и ННБЦ-3). Такое 
резкое повышение модуля нитрования связано с бо-
лее низкой насыпной плотностью образца БЦ, пред-
варительно измельченного в блендере перед субли-
мационной сушкой в лиофилизаторе (см. рис. 1, b).  
Из таблицы также следует, что основные функцио-
нальные свойства образцов ННБЦ-2 и ННБЦ-3 хо-
рошо воспроизводятся. Предельно высокая 100%-я 
растворимость образцов НЦ в ацетоне подтвержда-
ет получение именно азотнокислых эфиров цел-
люлозы.

Полученные результаты значительно отличают-
ся от нитрования традиционной растительной цел-
люлозы. Особенно обращает на себя внимание вы-
сокая вязкость синтезированных образцов ННБЦ 
– 963–1282 мПа·с в сравнении с промышленными 

образцами НЦ – 0,6–72 мПа·с [33]. Значительная 
разница в вязкостных характеристиках ННБЦ с НЦ 
из растительной целлюлозы связана с уникальной 
3-мерной сетчатой структурой [23] и высокой сте-
пенью полимеризации [34]. 

На рис. 2 представлены микрофотографии об-
разца исходной наноструктурированной БЦ и об-
разцов ННБЦ, из которых следует, что при нитрова-
нии сохраняется сетчатая структура исходной БЦ. 

Согласно рис. 2, а, микрофибриллы образца 
исходной БЦ представляют собой длинные пере-
плетенные между собой объемные нити, визуально 
напоминающие нейронные сети. Структура микро-
фибрилл компактна, однородна. Можно также от-
метить высокую плотность упаковки микрофибрилл 
образца исходной БЦ.

Согласно рис. 2, b, c, в результате обработки об-
разца исходной БЦ серно-азотной кислотной сме-
сью происходит реорганизация микрофибрилл в 
обоих образцах ННБЦ, при этом наноструктурность 
образцов, проявляющаяся в сохранении размеров 
волокон ННБЦ по отношению к размерам волокон 
исходной БЦ, сохраняется. В структуре образцов 
ННБЦ между микрофибриллами наблюдается мно-
жество беспорядочных отверстий неправильной 
формы с четкими границами. Плотность упаковки 
микрофибрилл образ цов ННБЦ отличается от об-
разца исходной БЦ более рыхлой структурой. Такая 
структура образцов ННБЦ может быть обусловле-
на одновременно протекающими при нитровании 
процессами гидролитической деструкции под дей-
ствием серной кислоты и окислительной деструкции 
под действием азотной кислоты. 

а b c

Рис. 2. Микрофотографии образцов: а – исходная бактериальная целлюлоза; b – наноструктурированные нитраты 
бактериальной целлюлозы-2; c – наноструктурированные нитраты бактериальной целлюлозы-3

Fig. 2. Micrographs of samples: a – initial bacterial cellulose; b – nanostructured nitrates of bacterial cellulose-2; c – nanostructured 
nitrates of bacterial cellulose-3



Гисматулина Ю.А., Корчагина А.А., Будаева В.В. Синтез наноструктурированных нитратов бактериальной ...
Gismatulina Yu.A., Korchagina A.A., Budaeva V.V. Synthesis of nanostructured bacterial nitrocellulose

43

Рис. 3. ИК-спектр исходной бактериальной целлюлозы
Fig. 3. IR spectrum of the original bacterial cellulose

а

b

Рис. 4. ИК-спектры образцов наноструктурированных нитратов бактериальной целлюлозы: а – наноструктурированные 
нитраты бактериальной целлюлозы-2; b – наноструктурированные нитраты бактериальной целлюлозы-3

Fig. 4. IR spectra of nanostructured bacterial cellulose nitrates samples: a – nanostructured nitrates of bacterial cellulose-2;  
b – nanostructured nitrates of bacterial cellulose-3
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На рис. 3 представлен ИК-спектр исходной БЦ. 
В ИК-спектре исследуемого образца БЦ присут-

ствуют основные функциональные группы (3351, 
2895, 1646, 1428, 1361, 1337, 1317, 1164, 1061, 
662 см-1), позволяющие идентифицировать образец 
исходной БЦ как целлюлозу, сопоставимую по пикам 
валентных колебаний с классической целлюлозой 
[35–40]. Полученные результаты свидетельствуют о 
принципиальной возможности успешной этерифика-
ции образца БЦ, поскольку в ИК-спектре отсутствуют 
пики валентных колебаний, отвечающие за наличие 
примесей.

На рис. 4 представлены ИК-спектры образцов 
ННБЦ.

Согласно рис. 4, в ИК-спектрах образцов ННБЦ за-
регистрированы характеристические частоты, свиде-
тельствующие о структурных особенностях макромо-
лекул НЦ. Полосы поглощения около 2919–2910 см-1  
отвечают за валентные колебания СН-групп. Присут-
ствуют интенсивные полосы в области 1657–1651 см-1,  
отвечающие за колебания νа(NO2) нитратных групп, 
связанных с СН2-группами глюкопиранозных циклов 
НЦ (положение С(6)). Полосы поглощения при 1455 см-1  
относятся к ножничному колебанию СН2-групп. Име-
ются полосы поглощения в областях 1377–1376 см-1 

и 1280 см-1, которые могут быть отнесены к дефор-
мационным колебаниям СН-групп в группах CH2ONO2 
и симметричным валентным колебаниям групп NO2 
соответственно. Полосы поглощения в области 1161–
1160 см-1 характеризуются валентными колебаниями 
гликозидной связи. Полосы поглощения в области 
1070–1067 см-1 обусловлены валентными колебани-
ями связей С–О, соединяющих пиранозные циклы. 
Проявляется ряд полос, обусловленных поглощени-
ем нитратных групп, в областях 841–839, 750–748 и 
693–682 см-1. Эти полосы относятся соответственно к 
валентным колебаниям N–O, внеплоскостным маят-
никовым колебаниям NO2 и к плоскостным деформа-
ционным колебаниям NO2. Кроме того, в ИК-спектрах 
обоих исследуемых образцов ННБЦ присутствуют 
пики валентных колебаний ν(ОН) в виде широкой по-
лосы сложного контура, что свидетельствует о непол-

ном замещении НЦ. Они принадлежат гидроксиль-
ным группам НЦ, участвующим в образовании водо-
родных связей, и являются характерным признаком 
химической неоднородности НЦ [38, 39]. Полученные 
результаты хорошо согласуются с данными, представ-
ленными в работах [14, 24, 37].

На рис. 5 показаны результаты исследований син-
тезированных образцов ННБЦ методом ТГА/ДТА. 

В результате проведенных исследований было вы-
явлено, что для обоих образцов НЦ характерен один 
узкий экзотермический пик при температуре около 
210 °С, сопровождающийся уменьшением массы 
обоих образцов ННБЦ практически до 92% (рис. 5), 
что свидетельствует о высокой химической чистоте 
синтезированных НЦ. Температуры начала интенсив-
ного разложения синтезированных образцов ННБЦ 
составили 200 и 202 °С соответственно [38–40]. По-
лученные результаты хорошо согласуются с данными 
[20, 37]. Синтезированные образцы ННБЦ характери-
зуются высокой удельной теплотой разложения – 8,45 
и 5,79 кДж/г.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Экспериментальным путем установлено, что обра-

зец наноструктурированной БЦ, полученный с исполь-
зованием в качестве продуцента симбиотической 
культуры Medusomyces gisevii Sa-12 и высушенный 
путем сублимационной сушки в лиофилизаторе, ха-
рактеризуется высокой степенью полимеризации – 
4600. Методом растровой электронной микроскопии 
обнаружено, что структура микрофибрилл образца БЦ 
сетчатая, компактная, плотная, однородная. Методом 
ИК-спектроскопии подтверждено наличие основных 
функциональных групп, соответствующих целлюлозе 
(3351, 2895, 1646, 1428, 1361, 1337, 1317, 1164, 
1061, 662 см-1). Путем обработки БЦ промышлен-
ной серно-азотной кислотной смесью с содержанием 
азотной кислоты 47–52% и серной кислоты 34–38% 
получены образцы наноструктурированных НЦ (мас-
сой не менее 5 г каждый) с близкими функциональ-
ными свойствами: м.д. азота – 11,65–11,78%, вязко-
стью – 963–1282 мПа·с, растворимостью в спирто- 

а b
Рис. 5. Термограммы образцов наноструктурированных нитратов бактериальной целлюлозы: а – наноструктурированные 
нитраты бактериальной целлюлозы-2; b – наноструктурированные нитраты бактериальной целлюлозы-3

Fig. 5. Thermograms of samples of nanostructured bacterial cellulose nitrates: a – nanostructured nitrates of bacterial 
cellulose-2; b – nanostructured nitrates of bacterial cellulose-3
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эфирной смеси – 12,9–14,1% и высокими значени-
ями выхода – 156–159%. Установлено, что образцы 
НЦ имеют 100%-ю растворимость в ацетоне, гаран-
тирующую получение азотнокислых эфиров целлюло-
зы. Образцы ННБЦ существенно отличаются от НЦ 
из растительной целлюлозы ввиду высокой чистоты, 
степени полимеризации и уникальной сетчатой струк-
туры исходной БЦ. Методом растровой электронной 
микроскопии охарактеризованы морфологические 
особенности синтезированных образцов ННБЦ. Пока-
зано, что обработка исходной БЦ серно-азотной кис-
лотной смесью приводит к дезорганизации плотноу-
пакованных микрофибрилл с появлением множества 
неупорядоченных отверстий в структуре НЦ. Методом 
ИК-спектроскопии образцов ННБЦ выявлены основ-
ные функциональные группы (1657–1651, 1280, 

841–839, 750–748, 693–682 см-1), наличие которых 
подтверждает получение именно азотнокислых эфи-
ров целлюлозы. Методами ТГА/ДТА показана высо-
кая чистота синтезированных образцов (термическое 
разложение образцов до 92%, температура начала 
интенсивного разложения 200–202 °С). Практиче-
ская значимость представленных в данной работе 
результатов заключается в использовании для син-
теза новых НЦ сверхчистой исходной БЦ и, как след-
ствие, в получении химически чистых в совокупности 
с высокой вязкостью ННБЦ. Полученные результаты 
позволяют позиционировать синтезированные на ос-
нове БЦ ННБЦ для применения в новых высокотех-
нологичных материалах, в наукоемких областях, от-
личных от областей применения НЦ из растительной 
целлюлозы. 
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Влияние поверхностно-активных веществ  
(додецилсульфата натрия, цетилтриметиламмония бромида)  

на проницаемость клеточных мембран корнеплодов  
красной столовой свеклы Beta vulgaris L.

М.В. Крапивная* , В.А. Домрачева*, Д.И. Стом*,**,***
*Иркутский национальный исследовательский технический университет, 
г. Иркутск, Российская Федерация
**Иркутский государственный университет, г. Иркутск, Российская Федерация
***Байкальский музей СО РАН, п. Листвянка, Российская Федерация

Аннотация. Изучено воздействие двух ПАВ на красную столовую свеклу Beta vulgaris L.: анионоактивного –  
додецилсульфата натрия (ДСН), катионоактивного – цетилтриметиламмония бромида (ЦТАБ). Степень повреж-
дения тканей корнеплодов Beta vulgaris L. оценивалась по усилению выхода электролитов из клеток кондукто-
метрическим методом, вакуолярных пигментов бетацианинов – спектрофотометрическим методом. Показа-
но, что ДСН не нарушал проницаемость клеточных мембран в концентрациях до 0,05 г/л, ЦТАБ – до 0,005 г/л. 
Повышение содержания указанных ПАВ приводило к последовательному увеличению выхода электролитов и 
бетацианинов из тканей свеклы, что свидетельствовало о негативном действии ПАВ. При этом прослежива-
лась хорошая концентрационная зависимость: чем больше  было содержание изучаемых детергентов, тем 
выше значения удельной электропроводности и оптической плотности инкубационных растворов. При обра-
ботке тестируемого растения исследуемыми соединениями в концентрации 1 г/л наблюдали значительный 
токсический эффект. Так, через 2 ч от начала измерений электропроводность водного раствора, в котором ин-
кубировали высечки корнеплодов свеклы, предварительно подвергнутые 30-минутной обработке растворами  
1 г/л ДСН и ЦТАБ, увеличивалась до 42 и 81 мкСм/см соответственно, что на 89 и 272% больше значений кон-
троля. В то же время выход бетацианинов превышал значения контроля на 327 и 805% соответственно. В ходе 
экспериментов установлено, что ДСН и ЦТАБ увеличивают проницаемость мембран растительных клеток: как 
плазмолеммы, так и тонопласта. Испытанные методы зарекомендовали себя как быстрые (время получения 
ответа – 3 ч) и эффективные, они могут быть рекомендованы для экспрессной оценки интенсивности влияния 
ПАВ на растительные организмы, изучения мембранотропного действия веществ, для контроля при селекции 
сельскохозяйственных культур растений на устойчивость к неблагоприятным условиям.

Ключевые слова: Beta vulgaris L., кондуктометрический метод, спектрофотометрический метод, выход электро-
литов, проницаемость клеточных мембран, поверхностно-активные вещества 
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Abstract. The paper considers the effect of two surfactants – anionic sodium dodecyl sulfate (SDS) and cationic 
cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) – on red beet root Beta vulgaris L. Damage to root tissues of Beta vulgaris L. 
was assessed in terms of an increased release of electrolytes and vacuolar pigments of betacyanins from cells using 
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время поверхностно-активные веще-

ства (ПАВ) находят свое применение в самых разноо-
бразных сферах деятельности человека. ПАВ широко 
используются как в повседневной жизни человека (в 
бытовых чистящих и косметических средствах благо-
даря высокой способности пенообразования), так и во 
многих промышленных процессах [1]. Это неизбежно 
сопровождается попаданием ПАВ в окружающую сре-
ду, что, в свою очередь, не может не сказываться на 
состоянии растительных организмов. 

Клеточная мембрана растительной клетки раство-
рима в растворах ПАВ [2]. Молекулы ПАВ имеют амфи-
фильную структуру, в которой гидрофильные «головки» 
молекулы контактируют с поверхностью, а гидрофоб-
ные «хвосты» оказываются в контакте с раствором1 [3]. 
ПАВ солюбилизируют мембранные белки, имитируя 
бислои липидов. Белки, встроенные в липидные бислои 
мембраны, включаются в эти мицеллы посредством ги-
дрофобных взаимодействий. Теперь они окружены сло-
ем молекул ПАВ, а гидрофильные части подвергаются 
воздействию водной среды [2]. Эти свойства позволяют 
ПАВ снижать поверхностное натяжение между двумя 
несмешивающимися фазами и нарушать целостность 
клеточных липидных мембран [1, 2, 4]. 

Одними из самых распространенных ПАВ являют-
ся додецилсульфат натрия и цетилтриметиламмония 
бромид. 

Додецилсульфат натрия (ДСН, SLS, NaC12H25SO4), 
также известный как лаурилсульфат натрия, является 
наиболее изученным анионным сульфатным ПАВ, ши-
роко используемым в качестве эмульгирующего чистя-
щего средства [5]. Поэтому ДСН очень часто встречает-
ся в сточных водах [6]. 

По данным литературных источников, ДСН в опре-
деленных концентрациях токсичен для растений. Он вы-
зывает замедление роста корней, снижает содержание 

хлорофилла a и хлорофилла b в листьях, тем самым вли-
яя на эффективность фотосинтеза [7]. Согласно данным 
из исследования Саксонова М.Н. и соавторов, ДСН в 
концентрации 85,1 мг/л оказывал тормозящее дей-
ствие на рост числа новых листецов водного растения 
ряски малой (Lemna minor L.) на 50% [8]. Помимо этого, 
ДСН вызывает снижение активности антиоксидантных 
ферментов (супероксиддисмутазы, каталазы, аскорбат-
пероксидазы и глутатионредуктазы), а также приводит к 
появлению симптомов окислительного стресса [7]. 

Другой известный детергент – цетилтриметиламмо-
ния бромид (ЦТАБ, CTAB, C19H42NBr) – относится к пред-
ставителям катионных ПАВ. Он состоит из гидрофобной 
цепи из 16 атомов углерода и четвертичного аммония. 
ЦТАБ применяют в косметике в качестве биоцидов, ан-
тистатиков, поверхностно-активных моющих средств, 
эмульгаторов и суспендирующих агентов [9, 10]. Поми-
мо применения в косметических и моющих средствах, 
ЦТАБ также используется в биотехнологии [11, 12]. Среди 
обычно используемых катионных ПАВ ЦТАБ имеет самую 
длинную алкильную цепь и самую низкую критическую 
концентрацию мицеллообразования. Это объясняет, по-
чему ЦТАБ способствует активному разрушению клеточ-
ных мембран [10]. ЦТАБ очень токсичен для водных ор-
ганизмов. Он может оказывать долговременное неблаго-
приятное воздействие на водные организмы [9, 13]. 

Синтетические ПАВ, к которым относятся ДСН и 
ЦТАБ, получают из труднобиодеградируемых компо-
нентов. Это может пагубно сказываться на состоянии 
окружающей среды. Кроме того, ПАВ способствуют 
увеличению содержания фосфора, что может вызывать 
цветение воды [14].

Внешнему воздействию поллютантов, в том чис-
ле ПАВ, в первую очередь подвергаются наружные 
мембраны клеток. Следовательно, одним из самых 
первых признаков повреждения растительных тканей 
может служить нарушение барьерных свойств их по-

conductometric and spectrophotometric methods, respectively. It was shown that SDS and CTAB do not impair the cell 
membrane permeability at concentrations of up to 0.05 and 0.005 g/l, respectively. An increase in the concentration 
of these surfactants led to a subsequent rise in the electrolyte and betacyanin release from the beet tissues, indicating 
the negative effect of the surfactants. A good concentration dependence was observed, i.e., higher concentrations of 
the studied detergents correlated with higher values of the electric conductivity and optical density of the incubation 
solutions. A significant toxic effect was noted when the test plant was treated with the studied compounds at a 
concentration of 1 g/l. Thus, two hours after the onset of measurements, the electrical conductivity of the aqueous 
solution, in which the beet roots previously subjected to 30-min treatment with 1 g/l SDS and CTAB solutions were 
incubated, increased to 42 and 81 μS/cm, respectively. These values exceeded the reference values by 89 and 272%, 
respectively. At the same time, the betacyanin yield exceeded the reference values by 327 and 805%, respectively. The 
experiments showed that SDS and CTAB increase the permeability of plant cell membranes of both plasmalemma and 
tonoplast. The tested methods proved to be fast (three hours response time) and efficient. These methods can be used 
to rapidly assess the effect of surfactants on plant bodies, to study the membranotropic effect of substances, and to 
control the breeding crop plants in terms of their resistance to unfavourable conditions.

Keywords: Beta vulgaris L., conductometric method, spectrophotometric method, electrolyte release, cell membrane 
permeability, surfactants
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верхностных структур [15]. Изменение проницаемости 
клеточных мембран приводит к выходу клеточных элек-
тролитов в окружающую среду. Поэтому значительное 
увеличение электропроводности раствора, содержаще-
го ткань с поврежденными клетками, свидетельствует 
о нарушении избирательной проницаемости мембран 
[16, 17]. Простой способ количественно охарактеризо-
вать этот процесс состоит в измерении электропрово-
дности раствора, содержащего ткань с поврежденны-
ми клетками [18]. 

Кроме выхода электролитов, при повреждении ваку-
олярной мембраны – тонопласта – корнеплодов свеклы 
Beta vulgaris L. наблюдается и выход в инкубационную 
среду красно-фиолетовых водорастворимых пигментов 
– бетацианинов. Красящая способность последних по-
зволяет применить спектрофотометрический метод для 
оценки повреждения вакуолярных мембран клеток. 

Основным пигментом корнеплодов свеклы  
Beta vulgaris L., относящимся к группе бетацианинов, 
является бетанидин-5-O-b-гликозид (бетанин) [19]. Со-
держание бетацианинов значительно различается 
между сортами [20]. Для эксперимента был выбран 
сорт Бордо, данный сорт является одним из наиболее 
распространенных сортов в сельском хозяйстве нашей 
страны и поэтому находится в легкой доступности2. Сооб-
щается, что уровень накопления бетацианинов корне-
плодов свеклы сорта Бордо составляет 68 мг/100 г [21],  
по другим данным – 35 мг/100 г [22].

Целью настоящей работы явилось изучение воздей-
ствия ПАВ (ДСН, ЦТАБ) и определение их действующих 
и недействующих концентраций на клеточные мембра-
ны растительных клеток на примере корнеплодов све-
клы Beta vulgaris L. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Объектом исследования служили корнеплоды 

красной столовой свеклы Beta vulgaris L. сорта Бордо.  
К моменту исследования корнеплоды находились в 
овощехранилище в течение 4 месяцев при темпера-
туре 2–4 °C. Ткани корнеплодов подвергали воздей-
ствию ПАВ: ДСН (х.ч., ООО «АО РЕАХИМ»,  Россия) и 
ЦТАБ (х.ч., AppliChem GmbH, Германия). Установлено, 
что гранулированная форма лучше растворима в воде 
и менее токсична, чем порошкообразная, поэтому в 
наших экспериментах использовали гранулированную 
форму ДСН [1]. 

Одним из наиболее быстрых и эффективных спосо-
бов оценки степени повреждения клеточных мембран 
является кондуктометрический метод. С применением 
этого метода оценивали степень повреждения клеточ-
ных мембран по относительному выходу электролитов 
из тканей свеклы, обработанной ПАВ, по сравнению с 
контролем (необработанные ПАВ высечки корнепло-
дов свеклы)3 [15]. Для этого в наших опытах на 100 мл 
раствора приходилась выборка по 5 кубиков свеклы 
размером 1 см3 (7,3±0,2 г). Высечки делали при помо-
щи металлической кубикорезки из предварительно на-
резанных дисков свеклы толщиной 1 см. Для экспери-

мента кубики брали ближе к поверхности корнеплодов, 
где концентрация бетацианина была наибольшей. 

Предварительно кубики из корнеплодов столо-
вой свеклы вымачивали под проточной водой в тече-
ние 30 мин. После чего их по 5 штук выдерживали в  
100 мл испытуемых растворов (ДСН 1; 0,5 и 0,05 г/л; 
ЦТАБ 1; 0,05 и 0,005 г/л) в течение 30 мин. В кон-
трольном варианте экспонирование проводили в ди-
стиллированной воде. Затем материал, подвергнутый 
воздействию ПАВ, промывали дистиллированной во-
дой и переносили в емкости с равным объемом дистил-
лированной воды, электропроводность и оптическую 
плотность которой предварительно измеряли. Сразу по-
сле погружения материала определяли электропрово-
дность с использованием кондуктометра Эксперт-002  
(ООО «Эконикс-Эксперт», Россия) с датчиком погружно-
го типа УЭП-П-С для лабораторных измерений. 

Параллельно с замерами электропроводности про-
водили определение оптической плотности на спек-
трофотометре ЭКРОС ПЭ-5400УФ (ООО «Экросхим», 
Россия) при максимуме поглощения бетацианинов 
в видимом диапазоне – 537 нм [20]. Измерения осу-
ществляли через каждые 30 мин, вплоть до 2-х ч от на-
чала измерений.

Все эксперименты проводили в 3-х независимых 
опытах, по 2 повторности в каждом. Статистическую 
обработку данных выполняли с помощью пакета про-
грамм Microsoft Office. Выводы сделаны при вероятно-
сти безошибочного прогноза Р≥0,95. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Полученная в экспериментах кинетика выхода 

электролитов и бетацианина из тканей столовой све-
клы под воздействием растворов ДСН (0,05; 0,5 и  
1 г/л) в интервале времени от 0 до 120 мин представ-
лена на рис. 1 и 2.

2Елизаров О.А. Дифференцирующая роль условий выращивания и отбора на проявление сортовых признаков у свеклы 
столовой: на примере сорта Бордо 237: автореф. дис. … канд. с.-х. наук. М., 2002. 23 с. 
3Тыняная И.И. Разделение, концентрирование и анализ антоцианов и бетацианинов в экстрактах растительного сырья с 
применением оптических и хроматографических методов: автореф. дис. … канд. хим. наук. Воронеж, 2015. 15 с.

Предварительно кубики из корнеплодов столовой свеклы вымачивали под проточной водой в 
течение 30 мин. После чего их по 5 штук выдерживали в 100 мл испытуемых растворов (ДСН 1; 0,5 и 
0,05 г/л; ЦТАБ 1; 0,05 и 0,005 г/л) в течение 30 мин. В контрольном варианте экспонирование 
проводили в дистиллированной воде. Затем материал, подвергнутый воздействию ПАВ, промывали 
дистиллированной водой и переносили в емкости с равным объемом дистиллированной воды, 
электропроводность и оптическую плотность которой предварительно измеряли. Сразу после 
погружения материала определяли электропроводность с использованием кондуктометра Эксперт-
002 (ООО «Эконикс-Эксперт», Россия) с датчиком погружного типа УЭП-П-С для лабораторных 
измерений.  

Параллельно с замерами электропроводности проводили определение оптической плотности 
на спектрофотометре ЭКРОС ПЭ-5400УФ (ООО «Экросхим», Россия) при максимуме поглощения 
бетацианинов в видимом диапазоне – 537 нм [20]. Измерения осуществляли через каждые 30 мин, 
вплоть до 2-х ч от начала измерений. 

Все эксперименты проводили в 3-х независимых опытах, по 2 повторности в каждом. 
Статистическую обработку данных выполняли с помощью пакета программ Microsoft Office. Выводы 
сделаны при вероятности безошибочного прогноза Р≥0,95.  

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ  
Полученная в экспериментах кинетика выхода электролитов и бетацианина из тканей столовой 

свеклы под воздействием растворов ДСН (0,05; 0,5 и 1 г/л) в интервале времени от 0 до 120 мин 
представлена на рис. 1 и 2. 

 

  
 
Рис. 1. Динамика выхода электролитов из ткани корнеплодов Beta vulgaris L. после воздействия 
растворов додецилсульфата натрия в концентрациях 0,05; 0,5 и 1 г/л 
Fig. 1. Dynamics of the release of electrolytes from the Beta vulgaris L. roots after exposure to SDS 
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Предварительно кубики из корнеплодов столовой свеклы вымачивали под проточной водой в 
течение 30 мин. После чего их по 5 штук выдерживали в 100 мл испытуемых растворов (ДСН 1; 0,5 и 
0,05 г/л; ЦТАБ 1; 0,05 и 0,005 г/л) в течение 30 мин. В контрольном варианте экспонирование 
проводили в дистиллированной воде. Затем материал, подвергнутый воздействию ПАВ, промывали 
дистиллированной водой и переносили в емкости с равным объемом дистиллированной воды, 
электропроводность и оптическую плотность которой предварительно измеряли. Сразу после 
погружения материала определяли электропроводность с использованием кондуктометра Эксперт-
002 (ООО «Эконикс-Эксперт», Россия) с датчиком погружного типа УЭП-П-С для лабораторных 
измерений.  

Параллельно с замерами электропроводности проводили определение оптической плотности 
на спектрофотометре ЭКРОС ПЭ-5400УФ (ООО «Экросхим», Россия) при максимуме поглощения 
бетацианинов в видимом диапазоне – 537 нм [20]. Измерения осуществляли через каждые 30 мин, 
вплоть до 2-х ч от начала измерений. 

Все эксперименты проводили в 3-х независимых опытах, по 2 повторности в каждом. 
Статистическую обработку данных выполняли с помощью пакета программ Microsoft Office. Выводы 
сделаны при вероятности безошибочного прогноза Р≥0,95.  
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На рис. 1, 2 явно прослеживалась концентра-
ционная зависимость эффекта: чем больше кон-
центрация ДСН, тем выше значения удельной элек-
тропроводности и оптической плотности изучаемых 
образцов. Таким образом, наибольшие показатели 
удельной электропроводности и оптической плот-
ности наблюдали в образцах с концентрацией ДСН  
1 г/л. В этом случае через 2 ч эксперимента они 
достигали значений 41,7 мкСм/см и 0,94 D соответ-
ственно, что в сравнении с контролем (22,1 мкСм/см  
и 0,22 D) выше на 89 и 327% соответственно. 
Удельная электропроводность и оптическая плот-
ность раствора ДСН в концентрации 0,05 г/л при-
ближены к контролю. Это позволяет сделать вывод, 
что при таком содержании ДСН не оказывал види-
мого влияния на проницаемость мембран тканей 

корнеплодов столовой свеклы. Таким образом, судя 
по эффектам на клеточные мембраны, недействую-
щими концентрациями ДСН явились концентрации 
<0,05 г/л, действующими – >1 г/л. 

Эксперименты по изучению воздействия ЦТАБ 
проводили по аналогии с опытами в присутствии 
ДСН. На рис. 3 и 4 представлены кривые выхода 
электролитов и бетацианина из тканей корнеплодов 
столовой свеклы под воздействием ЦТАБ в концен-
трациях 0,005; 0,05 и 1 г/л.

Наблюдаемые нами закономерности выхода 
электролитов и бетацианина в наружный раствор 
под воздействием ДСН прослеживаются и в экспе-
риментах с ЦТАБ. Но при этом было обнаружено, 
что ЦТАБ в большей мере влияет на проницаемость 
клеточных мембран, чем ДСН в равных концентра-
циях. Так, показатели удельной электропроводности 
и оптической плотности в образцах ЦТАБ в концен-
трации 1 г/л достигали через 120 мин эксперимента 
в среднем значений 81 мкСм/см и 1,72 D соответ-
ственно, что в сравнении с контролем (21,8 мкСм/см  
и 0,19 D) выше на 272 и 805% соответственно. Это 
почти вдвое больше значений удельной электропро-
водности и оптической плотности раствора с ДСН 
в аналогичной концентрации. Так, если в случае с 
ДСН концентрация 0,05 г/л оказалась недейству-
ющей, то ЦТАБ в этой же концентрации нарушал 
барьерные свойства поверхностных структур тка-
ней корнеплодов. Об этом свидетельствовало уве-
личение выхода электролитов и бетацианина по 
сравнению с контролем. В концентрации 0,005 г/л 
ЦТАБ значения удельной электропроводности и оп-
тической плотности оставались на уровне контроля. 
Следовательно, ЦТАБ в концентрации 0,005 г/л не 
влиял на проницаемость мембран.

Таким образом, для ЦТАБ недействующими на 
мембраны клеток и вакуолей свеклы концентра-
циями были <0,005 г/л, а действующими – свыше  
1 г/л. 

  
 
Рис. 3. Динамика выхода электролитов из ткани корнеплодов Beta vulgaris L. после воздействия 
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Fig. 3. Dynamics of the release of electrolytes from the Beta vulgaris L. roots after exposure to CTAB 
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бетацианинов в видимом диапазоне – 537 нм [20]. Измерения осуществляли через каждые 30 мин, 
вплоть до 2-х ч от начала измерений. 

Все эксперименты проводили в 3-х независимых опытах, по 2 повторности в каждом. 
Статистическую обработку данных выполняли с помощью пакета программ Microsoft Office. Выводы 
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бетацианинов в видимом диапазоне – 537 нм [20]. Измерения осуществляли через каждые 30 мин, 
вплоть до 2-х ч от начала измерений. 

Все эксперименты проводили в 3-х независимых опытах, по 2 повторности в каждом. 
Статистическую обработку данных выполняли с помощью пакета программ Microsoft Office. Выводы 
сделаны при вероятности безошибочного прогноза Р≥0,95.  
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Рис. 3. Динамика выхода электролитов из ткани корнеплодов Beta vulgaris L. после воздействия 
растворов цетилтриметиламмония бромида в концентрациях 0,005; 0,05 и 1 г/л 
Fig. 3. Dynamics of the release of electrolytes from the Beta vulgaris L. roots after exposure to CTAB 
solutions at concentrations of 0.005; 0.05 and 1 g/l  
 

  
 
Рис. 4. Динамика выхода бетацианинов из ткани корнеплодов Beta vulgaris L. после воздействия 
растворов цетилтриметиламмония бромида в концентрациях 0,005; 0,05 и 1 г/л 
Fig. 4. Dynamics of the release of betacanins from the Beta vulgaris L. roots after exposure to CTAB 
solutions at concentrations of 0.005; 0.05 and 1 g/l  
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Предварительно кубики из корнеплодов столовой свеклы вымачивали под проточной водой в 
течение 30 мин. После чего их по 5 штук выдерживали в 100 мл испытуемых растворов (ДСН 1; 0,5 и 
0,05 г/л; ЦТАБ 1; 0,05 и 0,005 г/л) в течение 30 мин. В контрольном варианте экспонирование 
проводили в дистиллированной воде. Затем материал, подвергнутый воздействию ПАВ, промывали 
дистиллированной водой и переносили в емкости с равным объемом дистиллированной воды, 
электропроводность и оптическую плотность которой предварительно измеряли. Сразу после 
погружения материала определяли электропроводность с использованием кондуктометра Эксперт-
002 (ООО «Эконикс-Эксперт», Россия) с датчиком погружного типа УЭП-П-С для лабораторных 
измерений.  

Параллельно с замерами электропроводности проводили определение оптической плотности 
на спектрофотометре ЭКРОС ПЭ-5400УФ (ООО «Экросхим», Россия) при максимуме поглощения 
бетацианинов в видимом диапазоне – 537 нм [20]. Измерения осуществляли через каждые 30 мин, 
вплоть до 2-х ч от начала измерений. 

Все эксперименты проводили в 3-х независимых опытах, по 2 повторности в каждом. 
Статистическую обработку данных выполняли с помощью пакета программ Microsoft Office. Выводы 
сделаны при вероятности безошибочного прогноза Р≥0,95.  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Индикаторами изменения проницаемости корне-

плодов свеклы могут служить выходы электролитов и 
красящих пигментов бетацианинов из клеток, опре-
деляемые кондуктометрическим и спектрофотоме-
трическим методами соответственно.

Приведенные выше результаты экспериментов 
показывают, что при воздействии таких ПАВ, как ани-
оноактивный ДСН и катионоактивный ЦТАБ, на ткань 
корнеплодов столовой свеклы Beta vulgaris L. сорта 
Бордо существенно увеличивался выход электролитов 
и бетацианина, что говорит об увеличении проницае-
мости клеточных мембран. Через 2 ч эксперимента 
выход электролитов из клеток корнеплодов после воз-
действия растворами 1 г/л ДСН и ЦТАБ составлял 42 и 
81 мкСм/см соответственно, что на 89 и 272% выше 
значений контроля. В то же время выход бетациани-
нов составил 0,94 и 1,72 D соответственно, что на 327 
и 805% выше значений контроля. При этом прослежи-
валась хорошая концентрационная зависимость: чем 
больше было содержание изучаемых детергентов, тем 
выше значения удельной электропроводности и опти-
ческой плотности инкубационных растворов.

В отношении степени воздействия на клеточные 

мембраны для ДСН были найдены следующие концен-
трации: сильнодействующая – 1 г/л; ингибирующая 
– 0,5 г/л; недействующая – 0,05 г/л. Для ЦТАБ силь-
нодействующая концентрация составила 1 г/л; инги-
бирующая – 0,05 г/л; недействующая – 0,005 г/л.  
Следовательно, ЦТАБ обладает более сильным повре-
ждающим действием на мембраны клеток столовой 
свеклы, чем ДСН. 

Таким образом, результаты, полученные кондукто-
метрическим и спектрофотометрическим методами, 
показали увеличение выхода электролитов и бетаци-
анина в раствор из тканей корнеплода при повыше-
нии концентрации ДСН и ЦТАБ в ответ на воздействие 
испытанных ПАВ. Это, в свою очередь, свидетельству-
ет о значительных нарушениях поверхностных струк-
тур клеток тканей и о нарушении барьерных свойств 
мембран. 

Испытанные методы зарекомендовали себя как 
быстрые и эффективные, они могут быть рекомен-
дованы для экспрессной оценки интенсивности вли-
яния ПАВ на растительные организмы, для изучения 
мембранотропного действия веществ, для контроля 
при селекции сельскохозяйственных культур растений 
на устойчивость к неблагоприятным условиям. 
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Усовершенствование методики определения липазы,  
основанной на методе получения жирных кислот, в ферментных 

препаратах для пищевой промышленности
Е.М. Серба, Е.Н. Соколова , М.Б. Оверченко, Л.В. Римарева, Н.И. Игнатова,  

Ю.А. Борщева
Всероссийский научно-исследовательский институт пищевой биотехнологии – филиал 
ФГБУН «ФИЦ питания и биотехнологии», г. Москва, Российская Федерация 

Аннотация. Производство ферментных препаратов занимает одно из ведущих мест в современной биотех-
нологии и относится к отраслям, объем продукции которых постоянно растет, а сфера применения неуклонно 
расширяется. Создание промышленного производства наиболее широко используемых ферментных препа-
ратов помогает существенно интенсифицировать и усовершенствовать многие существующие технологии 
или даже сформировать принципиально новые. Все это свидетельствует о том, что производство ферментных 
препаратов является одним из перспективных направлений в биотехнологии, которое будет и далее интен-
сивно расширяться. В этой связи большой интерес для многих отраслей народного хозяйства, где необходим 
частичный или полный гидролиз жиров и масел, представляют липазы. Они находят применение в пищевой 
и легкой промышленности, сельском хозяйстве, медицине, а также в аналитической практике. Проведены 
сравнительные исследования 3-х методов, основанных на реакции гидролитического расщепления сложно-
эфирных связей в молекуле жира с высвобождением свободных жирных кислот. Установлены оптимальные 
параметры наибольшего образования жирных кислот. Выбран субстрат, на котором получена более стабиль-
ная эмульсия с более высокой точностью измерений. В результате установлены оптимальные условия про-
ведения биокаталитической реакции гидролиза субстрата (оливкового масла) с использованием стандартно-
го ферментного препарата «Липаза»: температура составляет 40 °С; рН – 4,7; продолжительность – 20 мин.  
С целью получения достоверных данных и подтверждения подобранных оптимальных параметров проведе-
ны сравнительные исследования по определению активности липазы в различных объектах микробного про-
исхождения. При варьировании дозировкой ферментного препарата активность липаз находится в пределах  
5% погрешности измерений, что принято в стандартных методиках определения активности ферментного пре-
парата для пищевой промышленности и подтверждено экспериментальными данными.
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ВВЕДЕНИЕ
Большинство пищевых технологий основано на 

биокаталитических методах конверсии сельскохо-
зяйственного сырья. Ферментативный катализ по-
зволяет радикально изменять функционально техно-
логические свойства сырья на различных этапах его 
переработки, открывая тем самым широкие возмож-
ности для создания принципиально новой специализи-
рованной продукции [1]. Реализация отечественных 
ферментных препаратов (ФП) в отраслях пищевой и 
перерабатывающей промышленности обеспечивает 
ресурсосбережение и импортозамещение, позволяет 
снизить расход сырья, увеличить выход и повысить 
качество целевой продукции. 

Базовая основа контроля качества ФП для пище-
вой промышленности состоит в проведении испыта-
ний по их безопасности, включающих определение 
непатогенности штамма – продуцента ферментов – и 
токсичности полученных на его основе биопрепара-
тов, а также анализ содержания основных и минор-
ных ферментов, по уровню активности которых тести-
руют ФП [2–4]. 

В настоящее время ассортимент ФП существенно 
изменился. На рынке представлены концентрирован-
ные ФП микробного происхождения с различной суб-
стратной специфичностью и механизмом действия, 
обладающие повышенной стабильностью и расши-
ренным диапазоном температурного и рН-оптимума. 
Наличие ФП с новыми физико-химическими характе-
ристиками привело к необходимости создания совре-
менных усовершенствованных методик определения 
их активности [2]. На основе этих методов осущест-
вляется контроль качества ФП, проводятся исследова-
ния по определению их субстратной специфичности и 
уровня ферментативной активности, разрабатывают-
ся условия применения и нормы расхода ФП для био-
каталитической переработки сельскохозяйственного 
сырья. 

В последние годы основное внимание уделялось 
ферментам амилолитического, гемицеллюлазного, 
протеолитического и пектиназного действия, наибо-

лее широко применяемым в пищевой промышленно-
сти (ПП) [3]. Для организации (проведения) контроля 
качества ФП разработаны национальные и межго-
сударственные стандарты, включающие унифициро-
ванные методы определения их активности1. Однако 
отсутствуют стандартизированные методы определе-
ния активности ряда ферментов (например, липазы), 
также необходимых для пищевой промышленности.

Интерес исследователей к одному из важнейших 
гидролитических ферментов – липазе – существенно 
возрос [5–7]. Роль липазы как ключевого фермента, 
участвующего в липидном обмене в организме челове-
ка, достаточно велика. Липаза способствует усвоению 
жирорастворимых витаминов А, D, Е, К, обеспечивает 
переваривание липидов, участвует в энергетическом 
обмене [8–10]. В пищевой промышленности липаза 
применяется в производстве хлебобулочных и конди-
терских изделий, сыров; входит в состав многих улуч-
шителей муки [11]. Липолитическое действие фермен-
та при расщеплении высокомолекулярных жирных 
кислот на фракции используется для формирования 
аромата и вкуса некоторых продуктов (например, по-
лутвердых и твердых сыров). Перспективно ее приме-
нение для переработки вторичного сырья животного 
происхождения, а также отходов масложировой про-
мышленности; в кожевенной промышленности – при 
выделке мехов и кож; в сельском хозяйстве – при при-
готовлении легкоусвояемых кормов и для улучшения 
обмена веществ у животных2 [12]. 

Липазы делятся на два основных класса гидролаз: 
«истинные» эстеразы (EC 3.1.1.1, гидролазы карбокси-
эфиров) и липазы (EC 3.1.1.3; триацилглицеролгидро-
лазы; стеапсин; трибутираза; липаза триглицеридов, 
или ТАГ-липаза)3,4. Эстеразы катализируют разрыв 
эфирных связей в основном в триглицеридах, состо-
ящих из коротких жирных кислот; они специфичны 
главным образом в отношении длины и формы угле-
водородных цепей по обе стороны от эфирной связи.

Наиболее востребованы в ПП ТАГ-липазы, катали-
зирующие гидролитическое расщепление водонера-
створимых субстратов, таких как триацилглицерины, 

ester bonds in a fat molecule followed by the release of free fatty acids. The optimum parameters providing for the 
highest production of fatty acids were determined. A substrate to obtain a more stable emulsion under a higher ac-
curacy of measurements was experimentally selected. The established optimum conditions for a biocatalytic reac-
tion of substrate hydrolysis (olive oil) using the conventional enzyme preparation “Lipase” included the temperature 
of 40 °С, the pH of 4.7, and the duration of 20 minutes. In order to confirm the validity of the data and parameters 
obtained, comparative studies were carried out to determine lipase activity in various objects of microbial origin. 
When varying the dosage of the enzyme preparation, the lipase activity was found to be within 5% of measurement 
accuracy. This error agrees well with the conventional methods of determining the activity of enzyme preparations 
for the food industry.
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состоящие из длинноцепочечных жирных кислот, с 
образованием высших жирных кислот и глицерина. 
Гидролиз липидов – это гетерогенный процесс, а ли-
паза обладает способностью функционировать на 
поверхности раздела фаз (липид–вода). При этом чем 
выше степень диспергирования субстрата, тем актив-
нее проходит липолиз. 

Результаты анализа научно-методической лите-
ратуры показывают, что для определения активно-
сти липолитических ферментов существуют различ-
ные методы5 [13–15]. Они различаются способами 
определения количества образовавшихся продуктов 
гидролиза или остаточного субстрата: нефелометри-
ческие, титриметрические и колориметрические. 
Имеются различия в виде используемого субстрата 
и его концентрации в реакционной смеси, а также в 
условиях проведения анализа (температура, рН суб-
страта, длительность процесса).

Наиболее простыми являются нефелометрические 
методы, основанные на измерении просветления жи-
ровой эмульсии под действием фермента. Однако из-
за невысокой точности измерений их в основном ис-
пользуют в качестве экспресс-методов для получения 
сравнительных или качественных данных6 [16]. 

Ряд методов определения активности липазы ос-
нован на титриметрическом определении количества 
жирных кислот, образовавшихся в результате гидро-
лиза субстрата. При этом в методиках в качестве суб-
страта используют различные источники, в основном 
это растительные масла7,8 [17, 18]. Описаны методы 
определения активности липазы с применением три-
бутирина. Однако на этом субстрате проявляется со-
вместное действие липаз и эстераз [19–21].

Цель работы – исследование процесса биокатали-
тического гидролиза жирных кислот, источниками ко-
торых являлись оливковое, подсолнечное и кукурузное 
масло, для экспериментального обоснования разра-
ботки усовершенствованного метода идентификации 
и контроля уровня липолитической активности в фер-
ментных препаратах для пищевой промышленности. 

Статистическую обработку полученных экспери-
ментальных данных не менее чем в 3-х повторностях 
осуществляли методом однофакторного дисперсион-

ного анализа с апостериорным критерием Тьюки при 
р<0,05 с использованием программы Statistica 6.0.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Объектами исследований являлись нерафиниро-

ванные растительные масла (подсолнечное, оливко-
вое и кукурузное) – субстраты для проведения био-
каталитической реакции; ФП «Липаза» производства 
фирмы «Энзим» (Украина). Качественные характери-
стики и показатели безопасности выбранных расти-
тельных масел приведены в табл. 1.

Сравнительный анализ количественного содержа-
ния продуктов гидролиза проводили с использованием 
3-х известных титриметрических методов5, основан-
ных на реакции гидролитического расщепления слож-
ноэфирных связей в молекуле жира с высвобожде-
нием свободных жирных кислот. Количество щелочи, 
пошедшее на титрование, прямо пропорционально ко-
личеству свободных жирных кислот, образовавшихся в 
результате ферментативного гидролиза растительного 
масла.

I метод. В качестве субстрата использовали эмуль-
сию, содержащую 5% подсолнечного масла и 2% аль-
фа-моностеарата. Раствор ФП готовили в 10%-м рас-
творе ацетатного буфера с рН 4,7. Липолитическую 
активность выражали количеством 0,01 н раствора 
гидроксида калия (см3), пошедшим на титрование 
жирных кислот (ЖК), образовавшихся при действии  
1 г ФП на субстрат в течение 2-х часов при 40 °С5.

II метод. В качестве субстрата использовали 
эмульсию, содержащую 40% оливкового масла и  
2% поливинилового спирта. Липолитическую актив-
ность выражали количеством 0,05 н раствора гидрок-
сида натрия (см3), пошедшим на титрование ЖК, обра-
зовавшихся при действии 1 г ФП на субстрат в течение 
1 ч при 37 °С (рН = 7,0)7.

III метод. В качестве субстрата использовали 
эмульсию, содержащую 50% подсолнечного масла, в 
0,1 М ацетатном буфере. Липолитическую активность 
выражали количеством 0,1 н раствора гидроксида ка-
лия (см3), пошедшим на титрование высвободивших-
ся ЖК, образующихся при гидролитическом расще-
плении 1 г масла в течение 1 ч при 20 °С (рН = 4,7)4. 

5Полыгалина Г.В., Чередниченко В.С., Римарева Л.В. Определение активности ферментов: справочник. М.: ДеЛи Принт, 
2003. С. 244–247.
6Амелина Г.Н., Леонова Л.А. Нефелометрия и турбидиметрия. Томск: ТГУ, 2015. 13 с. 
7Булавинцева О.А., Егорова И.Е. Обмен липидов. Иркутск: ИГМУ, 2013. 37 с.
8Демьянцева Е.Ю., Копнина Р.А. Ферментативный катализ в ЦБП: учебно-методическое пособие. СПб.: СПбГТУРП, 2014.  
47 с. 

Показатели
Используемые субстраты

Подсолнечное Оливковое Кукурузное

Степень и способ очистки Нерафинированное 
Первый сорт Extra virgin Нерафинированное 

Первый сорт

Исходное кислотное число, мг KOH/г 1,1+0,1 0,9+0,1 0,8+0,1

Уровень содержания тяжелых металлов, % не более 0,001% не более 0,001% не более 0,001%

Наличие пестицидов, мг/кг 0,05–0,2 0,05–0,2 0,05–0,2

Таблица 1. Качественные характеристики и показатели безопасности растительных масел
Table 1. Qualitative characteristics and safety indicators of vegetable oils
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
На первом этапе работы проведены сравни-

тельные исследования 3-х титриметрических ме-
тодов определения липолитической активности в  
ФП «Липаза», взятом в качестве стандартного об-
разца. Заявленная производителем активность 
составляла 4500 ед/г ФП. Полученные данные по-
казали существенные различия в количественном 
уровне определяемой липолитической активности, 
низкую воспроизводимость и высокие погрешно-
сти каждой методики. 

Результаты проведения анализа липолитической 
активности ФП «Липаза» (стандартный образец) с ис-
пользованием тестируемых методов позволили выя-
вить их недостатки.

По I методу:
1) сложности в подготовке субстрата (подсол-

нечного масла), т. к. его приготовление в ацетат-
ном буферном растворе с рН, равном 4,7, не по-
зволяет получать однородную суспензию. При этом 
значении рН происходит расслоение субстрата, что 
мешает проведению ферментативной реакции. 
Приготовление эмульсии масла с альфа-моносте-
аратом глицерина на воде позволяет достичь ее 
стабильности;

2) сложности при титровании жирных кислот, об-
разующихся в результате ферментативного гидроли-
за: отмечен нечеткий, неустойчивый переход окра-
ски индикатора (фенолфталеина) из бесцветной в 
розовую, которая исчезает в течение 30–40 сек.; 

3) в формуле расчета липолитической активности 
не учитывалась длительность каталитического про-
цесса.

По II методу:
1) сложности с физическим состоянием эмульсии 

субстрата, которая через 2–3 мин расслаивалась;
2) титрование проходило более стабильно, но 

присутствовала высокая погрешность измерений, 
вызванная расслоением эмульсии субстрата; 

3) в формуле расчета липолитической активности 
не учитывалась длительность каталитического про-
цесса.

По III методу:
1) нестабильность субстрата (подсолнечного мас-

ла); 
2) использование после проведения фермента-

тивной реакции в качестве инактиватора диэтилово-
го эфира; 

3) в формуле расчета активности присутствует 
показатель количества субстрата, но не учтены дли-
тельность каталитического процесса и количество 
фермента, взятое на анализ. 

С целью получения стабильных результатов при 
использовании I-го метода скорректированы усло-
вия титрования в связи с неустойчивостью перехо-
да окраски индикатора, связанного, по-видимому, 
с низкой исходной концентрацией субстрата, и, со-
ответственно, незначительного перехода продуктов 
гидролиза ЖК в реакционную среду. Поэтому в даль-
нейшем окончание титрования контролировали по 
потенциометру, доводя значение рН растворов до 
9,5–10,0. Однако стабильных показателей достигну-
то не было. 

Выявленные сложности с физическим состояни-
ем эмульсии субстрата при проведении анализа по 
II-му методу показали высокую погрешность измере-
ний при титровании, вызванную расслоением эмуль-
сии субстрата. 

Для сравнения результатов анализа активность ли-
пазы (ед. ЛС/г) рассчитывали по следующей формуле:

                               (V1  -  V2) • n
                     ЛС = ---------------------------- ,
                                    m • t

где V1 – количество раствора 0,01 н КОН, пошед-
шее на титрование опытной пробы, см3; V2 – то же 
для контрольного образца, см3; m – количество ФП, 
взятое на анализ, г; n – объем реакционной смеси, 
взятой на анализ, см3; t – длительность гидролиза, 
мин. 

Результаты расчета липолитической активности в 
стандартном ФП показали существенный разброс в 
полученных данных. При этом более стабильные ре-
зультаты получены по методу III (табл. 2). Количество 

ФП, взятое на исследование, соответствовало меха-
низму фермент-субстратного комплекса.

Показано, что в диапазоне от 0,0001 до 0,0002 г 
фермента, взятого на анализ, погрешность измерений 
составила ±5%. 

В дальнейшем основные направления для усовер-
шенствования методики включали выбор субстрата, 
исследование условий проведения ферментативной 
реакции и уточнение формулы для количественного 
расчета уровня активности липазы в определяемом 
образце ФП. В целях замены токсичного реагента, при-
меняемого для инактивации фермента по истечении 
ферментативной реакции, исследовали возможность 
его замены на более безопасный. 

За основу были взяты условия проведения актив-
ности липазы по III-му методу. Изменения в основном 
заключались в исследовании таких показателей, как 
длительность гидролиза, объем реакционной смеси 
и количество ФП, взятое на анализ, которые должны 
быть учтены в формуле расчета липолитической актив-
ности. 

Количество 
ферментного 
препарата (n),  

взятого на анализ, г

Количество  
0,01 н КОН, 
пошедшее  

на титрование, см3

Активность  
липазы, 
ед. ЛС/г

Опыт Контроль

0,00005
0,00010
0,00015
0,00020
0,00030

0,55
0,65
0,90
1,15
0,80

0,20

145,8±13,1
112,5±5,2
116,7±5,8
118,2±5,9

50,0±6,0

Таблица 2. Определение липолитической активности  
по методу III
Table 2. Determination of lipolytic activity according  
to method III

Примечание. Значения представлены в виде средних  
± стандартное отклонение.
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Далее проведены исследования по выбору суб-
страта и времени гидролиза для получения новых экс-
периментальных данных зависимости активности фер-
мента от времени его гидролиза (рис. 1). 

В качестве субстрата использовали один из 3-х видов 
растительного масла: подсолнечное, оливковое и кукуруз-
ное. Гидролиз субстрата проводили в 0,1 М ацетатном бу-
фере при температуре 20 °С. О количестве ЖК в реакци-
онной среде, образующихся в результате ферментативного 
гидролиза, судили по количеству 0,01 н раствора КОН, по-
шедшему на титрование прогидролизованных субстратов.

Установлено, что использование в качестве субстрата 
оливкового масла позволило получить более стабильную 
эмульсию и повысить точность измерений (см. рис. 1).  
В процессе его гидролиза отмечен наиболее широкий 
диапазон, в котором наблюдалась прямо пропорци-
ональная зависимость количества высвобождаемых 
свободных ЖК от длительности биокаталитической ре-
акции – от 10 до 60 мин. Поэтому в дальнейшем в каче-
стве субстрата использовали оливковое масло. 

На следующем этапе исследовали влияние условий 
ферментативного гидролиза (рН реакционной смеси 

Рис. 3. Динамика образования жирных кислот в процессе ферментативного гидролиза оливкового масла под действием 
различных температур: а – температура гидролиза 20 °С; b – температура гидролиза 30 °С; c – температура гидролиза  
40 °С. 1 – m1 = 0,00005 г; 2 – m2 = 0,0001 г; 3 – m3 = 0,0002 г (m – количество ферментного препарата, взятое на анализ)
Fig. 3. Dynamics of fatty acids formation through olive oil enzymatic hydrolysis under the influence of various temperatures:  
a – hydrolysis temperature 20 °C; b – hydrolysis temperature 30 °C; c – hydrolysis temperature 40 °С. 1 – m1 = 0.00005 g;  
2 – m2 = 0.0001 g; 3 – m3 = 0.0002 g (m – the amount of the enzyme preparation taken for analysis) 

c

b

а

продуктов гидролиза ЖК в реакционную среду. Поэтому в дальнейшем окончание титрования 
контролировали по потенциометру, доводя значение рН растворов до 9,5–10,0. Однако стабильных 
показателей достигнуто не было.  

Выявленные сложности с физическим состоянием эмульсии субстрата при проведении 
анализа по II-му методу показали высокую погрешность измерений при титровании, вызванную 
расслоением эмульсии субстрата.  

Для сравнения результатов анализа активность липазы (ед. ЛС/г) рассчитывали по 
следующей формуле: 

                                             (V1  -  V2) • n 
                                ЛС = ------------------  , 
                                                   m  • t 
 

где V1 – количество раствора 0,01 н КОН, пошедшее на титрование опытной пробы, см3; V2 – то же 
для контрольного образца, см3; m – количество ФП, взятое на анализ, г; n – объем реакционной 
смеси, взятой на анализ, см3; t – длительность гидролиза, мин.  

Результаты расчета липолитической активности в стандартном ФП показали существенный 
разброс в полученных данных. При этом более стабильные результаты получены по методу III (табл. 
2). Количество ФП, взятое на исследование, соответствовало механизму фермент-субстратного 
комплекса. 
 
Таблица 2. Определение липолитической активности по методу III 
Table 2. Determination of lipolytic activity according to method III 

 
Количество ферментного 

препарата (n),  
взятого на анализ, г 

Количество 0,01 н КОН, 
пошедшее на титрование, см3 

Активность липазы, 
ед. ЛС/г 

Опыт Контроль 
0,00005 
0,00010 
0,00015 
0,00020 
0,00030 

0,55 
0,65 
0,90 
1,15 
0,80 

 
 

0,20 
 

145,8±13,1 
112,5±5,2 
116,7±5,8 
118,2±5,9 
50,0±6,0 

Примечание. Значения представлены в виде средних ± стандартное отклонение. 
 
Показано, что в диапазоне от 0,0001 до 0,0002 г фермента, взятого на анализ, погрешность 

измерений составила ±5%.  
В дальнейшем основные направления для усовершенствования методики включали выбор 

субстрата, исследование условий проведения ферментативной реакции и уточнение формулы для 
количественного расчета уровня активности липазы в определяемом образце ФП. В целях замены 
токсичного реагента, применяемого для инактивации фермента по истечении ферментативной 
реакции, исследовали возможность его замены на более безопасный.  

За основу были взяты условия проведения активности липазы по III-му методу. Изменения в 
основном заключались в исследовании таких показателей, как длительность гидролиза, объем 
реакционной смеси и количество ФП, взятое на анализ, которые должны быть учтены в формуле 
расчета липолитической активности.  

Далее проведены исследования по выбору субстрата и времени гидролиза для получения 
новых экспериментальных данных зависимости активности фермента от времени его гидролиза (рис. 
1).  
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Рис. 1. Влияние длительности ферментативного гидролиза 
различных видов растительного масла на образование 
жирных кислот 
Fig. 1. Fatty acids formation through enzymatic hydrolysis of 
various types of vegetable oil 

 
Рис. 1. Влияние длительности ферментативного гидролиза различных видов растительного масла на 
образование жирных кислот  
Fig. 1. Fatty acids formation through enzymatic hydrolysis of various types of vegetable oil  
 

В качестве субстрата использовали один из 3-х видов растительного масла: подсолнечное, 
оливковое и кукурузное. Гидролиз субстрата проводили в 0,1 М ацетатном буфере при температуре 
20 °С. О количестве ЖК в реакционной среде, образующихся в результате ферментативного 
гидролиза, судили по количеству 0,01 н раствора КОН, пошедшему на титрование 
прогидролизованных субстратов. 

Установлено, что использование в качестве субстрата оливкового масла позволило получить 
более стабильную эмульсию и повысить точность измерений (см. рис. 1). В процессе его гидролиза 
отмечен наиболее широкий диапазон, в котором наблюдалась прямо пропорциональная зависимость 
количества высвобождаемых свободных ЖК от длительности биокаталитической реакции – от 10 до 
60 мин. Поэтому в дальнейшем в качестве субстрата использовали оливковое масло.  

На следующем этапе исследовали влияние условий ферментативного гидролиза (рН 
реакционной смеси и температуры) на количество высвободившихся ЖК (рис. 2 и 3). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Рис. 2. Влияние рН субстрата на высвобождение жирных кислот при гидролизе оливкового масла в 
течение 60 мин 
Fig. 2. Fatty acids release during olive oil 60 min hydrolysis depending on substrate pH value  

 
Результаты исследований показали, что наибольшее количество щелочи, пошедшее на 

титрование, имело место при значении рН = 4,7. Дальнейшее повышение рН приводило к 
существенному снижению ее количества, а следовательно, и к снижению активности ФП.  

Для установления оптимальных режимов проведения биокаталитической реакции и 
определения липолитической активности на следующем этапе исследовали динамику образования 
ЖК в свободной форме при разных температурах (20, 30 и 40 °С) и длительность процесса (от 10 до 
70 мин) в зависимости от количества фермента, взятого на анализ (см. рис. 3).  
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Рис. 2. Влияние рН субстрата на высвобождение жирных 
кислот при гидролизе оливкового масла в течение 60 мин
Fig. 2. Fatty acids release during olive oil 60 min hydrolysis 
depending on substrate pH value 
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и температуры) на количество высвободившихся ЖК 
(рис. 2 и 3).

Результаты исследований показали, что наиболь-
шее количество щелочи, пошедшее на титрование, 
имело место при значении рН = 4,7. Дальнейшее по-
вышение рН приводило к существенному снижению 
ее количества, а следовательно, и к снижению актив-
ности ФП. 

Для установления оптимальных режимов проведе-
ния биокаталитической реакции и определения липо-
литической активности на следующем этапе исследо-
вали динамику образования ЖК в свободной форме 
при разных температурах (20, 30 и 40 °С) и длитель-
ность процесса (от 10 до 70 мин) в зависимости от ко-
личества фермента, взятого на анализ (см. рис. 3). 

Приведенные данные показывают, что на рис. 3  
(а, b, c) можно выделить типичные кинетические кри-
вые ферментативной реакции, при которых начальный 
участок кривой линеен, т. е. зависимость концентрации 
образовавшегося продукта гидролиза от времени име-
ет пропорциональный характер. На основании получен-
ных результатов установлено, что пропорциональная за-
висимость образования свободных ЖК от длительности 
биокаталитической реакции и концентрации фермента 
наблюдалась в основном в интервале от 10 до 30 мин. 
Наибольшее высвобождение ЖК в процессе гидроли-
за оливкового масла имело место при температуре  
40 °С в течение 30 мин. Дальнейшая продолжитель-
ность гидролиза субстрата не приводила к существен-
ному увеличению концентрации ЖК в реакционной 
смеси, а следовательно, и количества 0,01 н раствора 
КОН, пошедшего на их титрование.

В связи с тем, что длительность прямолинейного 
участка кинетической кривой от опыта к опыту несколь-
ко изменялась, были выбраны условия, при которых 
отмечены наиболее стабильные результаты, отража-
ющие зависимость прироста образования свободных 
ЖК во времени: температура 40 °С и длительность ги-
дролиза 20 мин при дозировках взятого на анализ ФП 
0,0002 и 0,0001 г. 

Таким образом, подобранные параметры фермента-
тивной реакции (температура составила 40 °С, рН – 4,7  
и длительность гидролиза (t) – 20 мин) были введе- 
ны в усовершенствованный метод определения липоли-
тической активности. Поскольку метод основан на опре-
делении ЖК, образовавшихся в результате действия ли-
пазы на субстрат – оливковое масло, путем титрования 
их щелочью, а в оливковом масле содержится до 78% 
олеиновой кислоты [20–22], расчет липолитической  
активности вели на олеиновую кислоту. За единицу ак-
тивности липазы (ед. ЛС) принимали такое количество 
фермента, которое при 40 °С и значении рН = 4,7 ка-
тализирует за 1 мин расщепление оливкового масла 
с образованием 1 мкмоля олеиновой кислоты. Актив-
ность выражали в ед. ЛС/г (для порошкообразного) или 
ед. ЛС/см3 (для жидкого) анализируемого ФП. В связи с 
тем, что жидкие ФП представлены на рынке в основном 
в концентрированном виде (ультраконцентраты), для бо-
лее точного расчета их активности необходимо вводить 
в формулу расчета показатель плотности данных ФП. 

С целью учета конечного разведения ФП (m) в ре-
акционной среде в формулу расчета активности до-
полнительно введен коэффициент, равный 4. Данный 

коэффициент учитывает количество рабочего раство-
ра ФП (1 см3), взятого на анализ, в 4 см3 реакционной 
смеси, в которую входят 1,0 см3 оливкового масла,  
1 см3 ацетатного буфера (рН = 4,7), 1 см3 воды и 1 см3 
рабочего раствора ФП.

Липолитическую активность ферментного препара-
та ЛС, ед. ЛС/г или ед. ЛС/см3, вычисляли по формуле:

                         (V1 –V2) • 4 • Т
              ЛС =  ---------------------------------  • d , 
                        282,46 • m • τ

где V1 – количество раствора 0,01 н КОН, пошедшее 
на титрование опытного образца, см3; V2  – то же для 
контрольного образца, см3; 4 – коэффициент, учитыва-
ющий 4-кратное разбавление рабочего раствора ФП 
непосредственно в реакционной смеси; Т – титр 0,01 н  
раствора КОН, эквивалентен количеству гидрокси-
да калия, содержащемуся в 1 см3 0,01 н раствора,  
мкг/см3 (561 мкг/см3); 282,46 – молекулярная мас-
са олеиновой кислоты, мкг/мкмоль; m – количество 
ФП, взятое на анализ, г; t – длительность гидролиза, 
мин; d – плотность жидкого ФП, г/см3. 

Результаты, представленные в табл. 2, подтверди-
ли, что расчетный уровень липолитической активности 
(ед. ЛС/см3), определяемый на основании количе-
ства 0,01 н раствора КОН, пошедшего на титрование 
ЖК, был стабилен при подобранных условиях: про-
должительность гидролиза – 20 мин; температура –  
40 °С; количество ФП, взятого на анализ: m1= 0,0001 г,  
m2 = 0,0002 г (табл. 3). Увеличение продолжительности 

Количество 
ферментного 
препарата, 
взятое на 
анализ, г

Время 
гидролиза, 

мин

Объем  
0,01 н КОН, 
(V1 – V2), см3

ЛС, ед/см3

m1 = 0,0001

10 0,65 5161±242
20 1,15 4565±148
30 1,60 4235±162 
40 1,80 3573±147
50 1,90 3017±114
60 1,95 2580±121
70 2,00 2269±104

m2 = 0,0002

10 1,10 4367±187
20 2,20 4367±248 
30 3,20 4237±137 
40 3,25 3226±123
50 3,32 2636±96
60 3,38 2236±88
70 3,40 1928±72

Таблица 3. Зависимость величины липолитической 
активности ферментного препарата «Липаза» от количества 
фермента и продолжительности гидролиза субстрата 
Table 3. Dependence of the lipolytic activity of the Lipase 
enzyme preparation on the enzyme amount and the substrate 
hydrolysis duration

Примечание. Значения представлены в виде средних ± 
стандартное отклонение.
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гидролиза до 40–70 мин приводило к снижению актив-
ности липазы и повышению величины погрешности. 

Таким образом, определяемая активность, кото-
рая при равных условиях ферментативной реакции 
пропорциональна концентрации фермента, зависит 
от эффективности его каталитического действия, т. е. 
от количества продуктов гидролиза, изменяющегося 
под влиянием фермента в единицу времени. В ре-
зультате установлены оптимальные условия проведе-
ния биокаталитической реакции гидролиза субстрата 
(оливкового масла) с использованием стандартного 
ФП «Липаза»: температура – 40 °С; рН – 4,7; продол-
жительность – 20 мин. 

С целью получения достоверных данных и под-
тверждения подобранных оптимальных параметров 
проведены сравнительные исследования по опреде-
лению активности липазы в различных объектах ми-
кробного происхождения (табл. 4).

Результаты исследований по определению липо-
литической активности подтвердили выбранные ра-
нее оптимальные параметры и условия проведения 
каталитической реакции при разработке методики. 
При варьировании дозировкой ФП активность липаз 
находится в пределах 5% погрешности измерений, 
что принято в стандартных методиках определения 
активности ФП для пищевой промышленности и под-
тверждено экспериментальными данными.

Таким образом, определение липолитической ак-
тивности в анализируемом объекте необходимо осу-
ществлять следующим образом. В коническую колбу 
объемом 100 см3 помещают 1 см3 оливкового мас-
ла, добавляют 1 см3 ацетатного буфера со значением 
рН = 4,7, тщательно перемешивают, вносят 1,0 см3 
рабочего раствора фермента и 1,0 см3 дистиллиро-
ванной воды, предварительно прогретых в течение 

3–4-х мин при температуре 40 °С. Общий объем ре-
акционной смеси составляет 4 см3. Колбу закрывают 
пробкой и помещают в термостатируемый шейкер. 
Содержимое колбы встряхивают при постоянном пе-
ремешивании для проведения ферментативной ре-
акции при (40,0±1,0) °С в течение 20 мин. 

По окончании ферментативного гидролиза для 
инактивации фермента к реакционной смеси добав-
ляют 30 см3 96%-го этилового спирта. Свободные ЖК, 
образовавшиеся при ферментативном расщеплении 
масла, оттитровывают 0,01 н раствором КОН. В ка-
честве индикатора используют спиртовой раствор 
фенолфталеина. Окончанием титрования считается 
появление устойчивой бледно-малиновой окраски 
фенолфталеина. Одновременно проводят аналогич-
ный контрольный ферментативный гидролиз с про-
кипяченным рабочим раствором ФП. 

ВЫВОДЫ
На основании результатов проведенных исследо-

ваний предлагается модифицированная методика 
определения липолитической активности, в которую 
внесены следующие изменения:

– в качестве субстрата подобрано оливковое мас-
ло, что позволило получить более стабильную эмуль-
сию и повысить точность измерений;

– осуществлена замена токсичного реактива, ис-
пользуемого ранее для инактивации фермента, на 
этиловый спирт как более безопасный реагент;

– уточнена формула расчета липолитической ак-
тивности;

– разработаны и экспериментально подтвержде-
ны оптимальные параметры методики определения 
липолитической активности: температура – 40 °С, 
время гидролиза – 20 мин, рН субстрата – 4,7.
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Минеральный состав почвенной цианопрокариоты   
Nostoc commune из Байкальского региона

И.Н. Егорова , О.В. Шергина, Г.С. Тупикова
Сибирский институт физиологии и биохимии растений СО РАН,  
г. Иркутск, Российская Федерация

Аннотация. Почвенная цианопрокариота Nostoc commune Vaucher ex Bornet et Flahault – нитчатый организм, 
формирующий макроскопические колонии на поверхности почвы, способный к оксигенному фотосинтезу и 
фиксации атмосферного азота. Вид вносит существенный вклад в азотный и углеродный баланс экосистем, 
участвует в процессах восстановления нарушенных почв. В задачи настоящего исследования входило опре-
деление содержания минеральных элементов (Ca, Mg, K, Na, Cu, Fe, Mn, Zn, Cd, Pb) в талломах N. commune, 
функционирующих в травянистых растительных сообществах Байкальского региона на территориях разной 
степени антропогенной нарушенности, и установление влияния кислотности почвы на накопление ностоком 
элементов. Элементный состав определяли методами эмиссионной пламенной фотометрии и атомно-абсорб-
ционной спектроскопии. Впервые в региональных образцах N. commune определены уровни накопления Ca, 
Mg, K, Na, Cu, Fe, Mn, Zn, Cd, Pb. Показано, что талломы вида содержали значительное количество кальция, 
магния, калия, натрия, железа. По способности аккумулировать кальций (до 27440 мг·кг -1 абс. сухого веса), 
произрастать на нейтральных и щелочных почвах вид может быть отнесен к кальцефилам. По уровню нако-
пления железа (в среднем 2112 мг·кг -1) N. commune на порядок превосходит сосудистые растения. Отмечены 
существенные различия в содержании изученных элементов в ностоке из разных местонахождений. Талломы 
N. commune, функционирующие в непосредственной близости от скоростной автомагистрали, содержали в по-
вышенных количествах свинец, медь, цинк, кадмий, кальций, магний, натрий. Установлено, что при более низ-
кой кислотности почвы вид накапливает больше Ca, Mg, Cd; в условиях повышенной кислотности почв талломы 
N. commune аккумулируют Fe, Mn, K. Выявлена значительная корреляция между содержанием этих элементов 
в ностоке и кислотностью верхних горизонтов почв.

Ключевые слова: Nostoc commune, почвенная цианопрокариота, минеральные элементы, техногенное загряз-
нение, Байкальский регион
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Mineral composition of the Nostoc commune soil cyanoprokaryota  
in the Baikal region

Irina N. Egorova , Olga V. Shergina, Galina S. Tupikova
Siberian Institute of Plant Physiology and Biochemistry SB RAS, Irkutsk, Russian Federation

Abstract. The Nostoc commune Vaucher ex Bornet et Flahault soil cyanoprokaryote is a filamentous organism forming 
macroscopic colonies on the soil surface. This organism is capable of oxygenic photosynthesis and atmospheric 
nitrogen fixation, thereby contributing to the nitrogen and carbon balance of ecosystems and participating in the 
processes of disturbed soil recovery. The present study aimed to determine the content of mineral elements (Ca, Mg, 
K, Na, Cu, Fe, Mn, Zn, Cd, Pb) in N. commune thalli growing in herbaceous plant communities of the Baikal region 
in areas of various anthropogenic disturbance, and to establish the effect of soil acidity on the accumulation of 
these elements. The elemental composition was determined by emission flame photometry and atomic absorption 
spectroscopy. To the best of our knowledge, the accumulation of Ca, Mg, K, Na, Na, Cu, Fe, Mn, Zn, Cd, and Pb in 
regional samples of N. commune were determined for the first time. The investigated thalli were found to contain 
significant amounts of Ca, Mg, K, Na, and Fe. The species can be referred to calciphiles in terms of its ability to 
accumulate Ca (up to 27,440 mg·kg -1 abs. dry weight) and to grow on neutral and alkaline soils. N. commune 
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ВВЕДЕНИЕ
Положение Байкальского региона в центре Азии 

на юге Восточной Сибири предопределило особен-
ности его природных условий, обусловило сложность 
и разнообразие природных комплексов. В регио-
не сосредоточены большие промышленные горо-
да, хорошо развита транспортная инфраструктура. 
Транспорт и промышленность создают значитель-
ную нагрузку на окружающую среду, в связи с чем 
антропогенное загрязнение стало одним из ведущих 
факторов, определяющих состояние почвенного и 
растительного покрова. В условиях возрастающе-
го антропогенного давления проблема накопления 
химических элементов во всех частях природных 
экосистем становится все более актуальной. Важ-
нейшей составляющей наземной биоты являются 
водоросли, играющие большую роль в создании пер-
вичной продукции, минерализации, водоудержания, 
стабилизации почвы, циклах биогенных элементов. 
Известно значение почвенных водорослей как ин-
дикаторов изменений окружающей среды. Тем не 
менее вопросам физиологии и биохимии почвенных 
водорослей, изучения минерального состава и его 
изменения под влиянием факторов среды, во мно-
гом обусловленном их региональным характером, 
уделяется недостаточное внимание. В ряде иссле-
дований, проводившихся в Байкальском регионе, 
содержатся данные о составе минеральных элемен-
тов высших растений, водных макро- и некоторых 
микроводорослей из различных биоценозов [1–13]. 
Сведения о минеральном составе наземных водоро-
слей крайне немногочисленны [14, 15]. 

Представители рода Nostoc – широко распростра-
ненные в наземных экосистемах нитчатые колони-
альные организмы, участвующие в восстановлении 
нарушенных почв, в улучшении почвенного плодоро-
дия, аккумуляции тяжелых металлов [16–18]. Nostoc 
commune – цианопрокариота/цианобактерия, фор-
мирующая макроскопические талломы, способная к 
оксигенному фотосинтезу и фиксации атмосферного 
азота, вносящая существенный вклад в азотный и 
углеродный баланс биогеоценозов. Вид формирует 
высокую биомассу в ряде наземных экосистем Бай-
кальского региона и сопредельных территорий. Наи-
более массово развивается в травянистых биоцено-
зах антропогенно нарушенных территорий вблизи 
дорог, что косвенно свидетельствует о его значитель-
ном участии в их восстановлении [14]. Однако сведе-

ния о физиолого-биохимических особенностях вида, 
функционирующего в различных природных условиях 
региона, немногочисленны и фрагментарны. Цель 
настоящего исследования – впервые установить эле-
ментный состав (Ca, Mg, K, Na, Cu, Fe, Mn, Zn, Cd, Pb) 
N. commune, развивающегося в травянистых сооб-
ществах Байкальского региона на территориях раз-
ной степени антропогенной нарушенности, и опре-
делить влияние кислотности почвы на накопление 
элементов талломами вида.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Природные образцы почвенной цианопрокариоты 

N. commune (рис. 1) были собраны в июле 2018 года  
в окрестностях поселка Баяндай (Иркутская область, 
Россия) в непосредственной близости от автомаги-
страли Р-418. На рис. 2 показан район работ. 

Территория относится к окраинному понижению 
Сибирской платформы. Местность сильно пересечен-
ная, грядовая и холмистая с плоскими междуречьями 
и пологими склонами. Коренные породы – терриген-
но-угленосные юрские отложения, богатые известью 
из-за наличия известняков и мергелевых образова-
ний. Развиты среднемощные и относительно мощ-
ные, преимущественно суглинистые, в верхней части 
генетического профиля слабокислые и нейтральные 

outperforms vascular plants in terms of Fe accumulation (on average, 2112 mg·kg -1). Significant differences were 
observed in the content of the studied elements in N. commune collected from different sites. N. commune thalli 
growing in the vicinity of a highway contained Pb, Cu, Zn, Cd, Ca, Mg, and Na in increased amounts. Under lower soil 
acidity, the species was found to accumulate more Ca, Mg, and Cd. Under increased soil acidity, N. commune thalli 
accumulate Fe, Mn, and K. A significant correlation between the content of these elements in N. commune and the 
acidity of the upper soil horizons was revealed.

Keywords: Nostoc commune, soil cyanoprokaryota, mineral elements, anthropogenic pollution, Baikal region
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Рис. 1. Талломы Nostoc commune различного жизненного 
состояния, расположенные на территории исследований 
в Байкальском регионе

Fig. 1. Nostoc commune thalli of different living status in the 
Baikal region research area
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почвы с растительностью средней и повышенной 
продуктивности. В районе исследования преоблада-
ют степи [19, 20]. Автомагистраль Р-418 соединяет 
крупные города, расположенные на севере и юге 
Байкальского региона, с популярными туристически-
ми направлениями на озере Байкал.

Дорога приобрела современный вид в 30-х го-
дах прошлого века. В результате вскрыши грунта при 
строительстве дороги вдоль обочин размещаются 
насыпи (отвалы) высотой до нескольких метров (см. 
рис. 2). На отвалах сформировались растительные 
сообщества со значительным развитием злаков. В 
напочвенном покрове этих сообществ и рядом с от-
валами широко представлен N. commune, на отдель-

ных участках выступающий как доминантный вид. 
Единичные макроколонии N. commune были обнару-
жены в растительном покрове ненарушенных приле-
гающих территорий.

Материалом для исследования послужили коло-
нии, собранные на разном расстоянии от автомаги-
страли. Как отмечалось выше, территория характери-
зуется сложным рельефом. Образцы вида отбирали 
на 3-х пробных площадях (ПП) размером 100–150 м 
в длину и 20–25 м в ширину (см. рис. 2). ПП 1 рас-
положена в непосредственной близости от трассы, 
захватывает обочину и склон насыпи, обращенный 
к дороге (табл. 1, см. рис. 2). ПП 2 и 3 находились у 
подножия отвалов с их противоположных от трассы 

Рис. 2. Территория исследований. Район работ обозначен справа (красная точка); масштабная линейка – 50 км.  
Расположение пробных площадей показано справа. 1, 2, 3 – номера пробных площадей; масштабная линейка – 50 м 

Fig. 2. Investigation territory location. The work area is marked on the right (red dot); scale bar – 50 km. The locations of the 
sampling areas (SA) are shown on the left. 1, 2, 3 are SA numbers; scale bar – 50 m

Таблица 1. Краткая характеристика мест отбора образцов
Table 1. Characteristics of the sampling areas

Пробные площади Учетные площадки Широта (N/˚) Долгота (E/˚) Высота (м)

1 1 53,02771 105,48410 670
1 2 53,02795 105,48454 678
1 3 53,02805 105,48501 677
1 4 53,02782 105,48411 685
1 5 53,02784 105,48422 677
1 6 53,02840 105,48589 682
1 7 53,02816 105,48564 676
2 8 53,02707 105,48431 676
2 9 53,02705 105,48428 674
2 10 53,02710 105,48447 676
2 11 53,02711 105,48453 676
2 12 53,02795 105,48454 673
2 13 53,02716 105,48472 674
2 14 53,02719 105,48528 675
3 15 53,02832 105,48447 673
3 16 53,02830 105,48431 673
3 17 53,02831 105,48424 672
3 18 53,02829 105,48418 674
3 19 53,02819 105,48380 673
3 20 53,02820 105,48393 671
3 21 53,02802 105,48360 667
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сторон. Некоторые участки ПП 2 и 3 также были пере-
копаны во время строительства дороги. ПП 3 характе-
ризуется наименьшей нарушенностью. На каждой ПП 
закладывали учетные площадки размером 1 м2, на 
которых собирали все макроколонии вида. Площадки 
выбирали с учетом биомассы N. commune, поскольку 
для исследований необходимо значительное ее коли-
чество. Всего было заложено по 7 таких площадок. На 
учетных площадках ПП 2 и 3 также были взяты про-
бы поверхностных горизонтов дерново-карбонатной 
почвы для определения кислотности – О (0–1 см), A1 
(1–4 см), A2B1 (5–15 см). 

Талломы N. commune с одной учетной площадки 
объединяли в один смешанный образец, всего их 21. 
Собранные образцы промывали в дистиллированной 
воде, высушивали на воздухе при комнатной темпе-
ратуре, измельчали до порошкообразного состояния. 
Исследование содержания элементов в Nostoc прово-
дилось после озоления материала в муфельной печи 
при 450 °C и его растворения в концентрированной 
HCl. Содержание кальция (Ca), магния (Mg), калия 
(K), натрия (Na) устанавливали методом эмиссионной 
пламенной фотометрии (пламенный фотометр Flapho 
4 производства Carl Zeiss, Германия). Марганец (Mn), 
железо (Fe), цинк (Zn), медь (Cu), свинец (Pb), кадмий 
(Cd) определяли методом атомно-абсорбционной 
спектроскопии (атомно-абсорбционные спектрофо-
тометры AAS Vario 6 производства Analytik Jena AG, 
Германия; Spectrum One FT-IR фирмы PerkinElmer Life 
and Analytical Sciences, США). Для измерений рН по-
чвы использовали pH-метр Hanna Checker HI 98103 
(Hanna Instruments, Китай). Все измерения проведе-
ны в 3-кратной аналитической повторности. 

Для статистической обработки полученных данных 
применяли пакет статистических программ R версии 
3.5.1 (2018). Для установления корреляции между со-
держанием минеральных элементов в Nostoc и кис-
лотностью почвы использовали непараметрический 
коэффициент Спирмена. Рассчитывали t-критерий для 
определения уровня значимости. Карты исследуемой 
территории построены с помощью программы Google 
Earth. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Полученные нами данные по содержанию ми-

неральных элементов в талломах вида (табл. 2,  
рис. 3) в целом согласуются с таковыми в образцах  
N. commune из других регионов [18, 21–24] и водоро-
слей пресноводных экосистем [3, 17, 25]. 

По усредненному содержанию элементы в 
ностоке ранжируются в следующем порядке: 
Ca>Mg>K>Fe>Na>Mn>Zn>Cu>Pb>Cd. Ранее сообща-
лось о способности N. commune накапливать значи-
тельное количество кальция и о том, что его можно от-
нести к кальцефилам [21]. Полученные нами данные 
согласуются с литературными. 

По сравнению с высшими растениями региональ-
ные образцы N. commune накапливают значительно 
большие количества железа, тогда как концентрации 
других измеренных нами элементов находятся в диа-
пазоне, установленном для континентальной раститель-
ности. Среднее содержание железа в растительном по-
крове континентов составляет 200 мг·кг -1. Для примера, 

в Забайкалье в травянистых растениях степей железа в 
среднем содержалось 182 (флуктуации 82–280) мг·кг -1,  
в луговых растениях – 130 (56–195) мг·кг -1, в сме-
шанных травостоях – 164 (58–330) мг·кг -1, в расте-
ниях рапса – 301 (214–435) мг·кг -1 [цит. по 26]. В 
изученных талломах Nostoc commune содержание 
железа в среднем составило 2112·мг·кг -1 (пределы ко-
лебаний 864–6011). Сходные данные по накоплению 
железа в ностоке были получены для образцов вида 
из тундровых биогеоценозов Российской Арктики [22].  
В.И. Ермолаев [27] также отмечал, что образцы вида 
из якутской тундры содержат много железа, хотя значе-
ния автором не указаны. Повышенные концентрации 
Fe в талломах N. commune могут отражать геохими-
ческие особенности ландшафтов. Так, по данным ис-
следований в Китае в ностоке не выявлено высокого 
содержания железа, значения варьировались в преде-
лах, установленных для высших растений [23]. Другие 
исследователи отметили, что изученные ими образцы  
N. commune накапливали до 3940 мг·кг -1 Fe [18]. 

В талломах N. commune, собранных на разном 
расстоянии от автотрассы P-418, содержание каль-
ция, магния, калия, натрия, марганца, железа, цинка, 
меди, свинца и кадмия сильно варьировалось (см. 
рис. 3, см. табл. 2). Отмечены значительные различия 
в содержании элементов в талломах N. commune, со-
бранных на одной ПП (см. рис. 3), что может быть об-
условлено местными особенностями почвенно-расти-
тельного покрова.

Известно, что в травянистых биогеоценозах гор-
ных регионов почвенно-растительный покров отли-
чается комплексностью и неоднородностью [28–30]. 
В целом колонии вида, функционирующие рядом с 
автомагистралью на ПП 1, накапливали больше свин-
ца, чем таковые на ПП 2 и 3, хотя максимальные зна-
чения этого элемента найдены в ностоке с одной из 
площадок на ПП З. Только в талломах вида, функци-
онировавших в непосредственной близости от трас-
сы, обнаружены максимальные содержания кальция, 
магния, натрия, цинка, меди и кадмия (см. табл. 2, 
см. рис. 3). Вероятно, поступление этих элементов во 
многом обусловлено выбросами транспорта. Содер-
жание калия, железа, марганца на ПП 1 не превыша-
ло таковое на ПП 2 и 3, расположенных на удалении 
от автомагистрали. N. commune не имеет специализи-
рованных тканей для поглощения элементов и воды, 
сорбция происходит пассивно. Вид занимает нижний 
ярус биогеоценозов, поэтому большое значение име-
ют особенности рельефа и характер растительного 
покрова, влияющие на поступление элементов из 
атмосферы. На наш взгляд, этим можно объяснить 
существенные различия в содержании ряда элемен-
тов в талломах N. commune вблизи магистрали и на 
удалении от нее, поскольку наличие отвалов вдоль 
дороги и развитый травянистый покров препятствуют 
поступлению элементов к колониям, растущим на по-
верхности почвы.

Уровни накопления химических элементов в жи-
вых организмах определяются явлениями синергиз-
ма и антагонизма между элементами, которые не 
постоянны. Они возникают и меняют свой характер в 
зависимости от стадии развития организма, концен-
трации элемента в среде и погодных условий. Степень 
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корреляции между содержаниями элементов варьи-
руется и изменяется от очень слабой до сильной [8, 
18]. Нами установлена значительная положительная 
корреляция между содержанием ряда минеральных 
элементов в Nostoc commune, особенно марганцем 

и железом, кальцием и магнием, и отрицательная 
корреляция между натрием и свинцом (табл. 3). 

В литературе имеются противоречивые сведения  
о влиянии почвы на химический состав N. commune 
[18, 23]. В результате проведенных исследований 

Рис. 3. Содержание минеральных элементов в талломах Nostoc commune (мг·кг -1 абсолютно сухой массы), собранных  
на разном расстоянии от автотрассы. 1, 2, 3 – пробные площади (n = 7) 

Fig. 3. Nostoc commune mineral compositions (mg·kg-1 of absolutely dry matter) collected from different location near the road 
P-418 in Baikal region. 1 – sample area (SA) 1; 2 – SA 2; 3 – SA 3 (n=7)

Таблица 3. Корреляция между элементами в Nostoc commune

Table 3. Correlation between elements in the Nostoc commune

Сd Pb Mn Fe Cu Zn Ca Mg К Na

Сd – -0,075 -0,340 -0,260 0,043 0,091 0,639 0,603 -0,539 0,063
Pb -0,075 – 0,472 0,665 0,327 0,160 -0,245 -0,189 0,325 -0,606
Mn -0,340 0,472 – 0,804 0,468 0,459 -0,281 -0,156 0,456 -0,242
Fe -0,260 0,665 0,804 – 0,656 0,460 -0,244 -0,062 0,495 -0,369
Cu 0,043 0,327 0,468 0,656 – 0,536 0,333 0,468 0,099 -0,282
Zn 0,091 0,160 0,459 0,460 0,536 – 0,339 0,573 0,082 0,040
Ca 0,639 -0,245 -0,281 -0,244 0,333 0,339 – 0,854 -0,548 0,161
Mg 0,603 -0,189 -0,156 -0,062 0,468 0,573 0,854 – -0,398 0,267
К -0,539 0,325 0,456 0,495 0,099 0,082 -0,548 -0,398 – -0,076

Na 0,063 -0,606 -0,242 -0,369 -0,282 0,040 0,161 0,267 -0,076 –
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нами показано, что кислотность верхних горизонтов 
изученных почв варьируется от слабокислой до слабо-
щелочной (см. табл. 2). Ранее было установлено, что 
кислотность органической подстилки и верхних гуму-
совых горизонтов снижается при переходе от нена-
рушенных к антропогенно нарушенным почвам [31]. 
Результаты ранговой корреляции Спирмена между со-
держанием элементов в Nostoc и кислотностью почвы 
показали, что концентрации Ca, Mg и Cd значительно и 
позитивно коррелируют с рН почвы (табл. 4). Выявлена 
отрицательная корреляция между Fe, Mn, K и кислотно-
стью верхних горизонтов. Полученные данные свиде-
тельствуют о том, что процессы, протекающие в почве, 
имеют значение для накопления ностоком элементов. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Впервые установлено содержание ряда элементов 

(Ca, Mg, K, Na, Cu, Fe, Mn, Zn, Cd, Pb) в талломах поч-
венной цианобактерии Nostoc commune, популяции 
которой функционируют в травянистых растительных 
сообществах Байкальского региона разной степени ан-
тропогенной нарушенности. Показано, что вид аккуму-
лирует значительные количества кальция и может быть 
отнесен к кальцефилам. В сравнении с высшими рас-
тениями носток способен в высоких концентрациях ак-
кумулировать железо, тогда как содержание других из-
меренных элементов находится в диапазоне значений, 

установленных для континентальной растительности. 
Установлено, что в условиях сложного рельефа 

местности, хорошо развитого растительного покрова 
воздействие техногенного загрязнения на наземные 
водоросли во многом зависит от близости их располо-
жения к источнику загрязнения. В наших исследовани-
ях максимальные концентрации Pb, Cd, Zn, Cu, Ca, Mg, 
Na были отмечены в образцах, собранных в непосред-
ственной близости от автомагистрали. 

Одним из определяющих факторов, влияющих на 
накопление химических элементов живыми организ-
мами, является содержание элементов и их доступ-
ность в среде обитания. Атмосфера – это не един-
ственный источник минерального питания и состава 
наземных водорослей. Такими источниками могут слу-
жить мертвые остатки высших растений, разрушающи-
еся коренные породы или почва [21]. Наши исследо-
вания показали, что процессы, происходящие в почве, 
влияют на накопление Nostoc commune химических 
элементов, т.к. установлена значительная корреляция 
между содержанием ряда элементов в ностоке и кис-
лотностью почвы. Отмечена статистически значимая 
положительная корреляция между содержанием Ca, 
Mg, Cd в ностоке и рН почвы, отрицательная – между 
Fe, Mn, K и рН. Представляют большой интерес даль-
нейшие исследования в этой области. 
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Специализированная липидная композиция  
для профилактики гиперлипидемии и ожирения
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Аннотация. В современном мире алиментарно-зависимые социально значимые заболевания, в частности 
ожирение и гиперлипидемия, приобрели масштабы эпидемии, требующей значительных усилий и средств для 
снижения потерь. Более эффективным и целесообразным является профилактика данных заболеваний, в том 
числе и с применением специализированных липидных композиций. Цель представленного исследования за-
ключалась в разработке специализированных липидных композиций для профилактики гиперлипидемии и ожи-
рения. Используемый метод – купажирование растительных масел и стабилизация природным антиоксидан-
том с целью повышения устойчивости при хранении. Жирнокислотный состав специализированных липидных 
композиций для профилактики гиперлипидемии и ожирения исследован методом газожидкостной хроматогра-
фии, органолептические, физико-химические показатели определены стандартными методами. Устойчивость 
при хранении оценивалась по перекисному и кислотному числам. В качестве компонентов использованы со-
евое, низкоэруковое рапсовое, льняное и рыжиковое масла, а также масло микроводорослей Schizochytrium 
sp. Антиоксидантом служил масляный экстракт ксантофиллов из бурой морской водоросли Дальневосточного 
региона – Sargassum miyabei. Специализированные липидные композиции на основе соевого масла харак-
теризуются более высоким содержанием полиненасыщенных жирных кислот, чем на основе низкоэрукового 
рапсового (72,93–76,25% против 60,71–66,64%). По органолептическим и физико-химическим показателям 
разработанные специализированные липидные композиции для профилактики гиперлипидемии и ожирения 
соответствовали требованиям нормативной документации. Введение в состав специализированных липидных 
композиций масляного экстракта ксантофиллов из бурой водоросли Sargassum miyabei позволило существен-
но увеличить стабильность в хранении (6 месяцев вместо 3 месяцев контроля). 

Ключевые слова: специализированная липидная композиция, омега-6/омега-3 жирные кислоты, ксантофил-
лы, ожирение, гиперлипидемия, профилактика
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Lipid compositions for the prevention  
of hyperlipidemia and obesity 
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Abstract. Today, alimentary-associated socially significant diseases, such as hyperlipidemia and obesity, have 
reached epidemic proportions, thus requiring significant healthcare resources to combat the consequences. 
Prevention of these diseases, including by using specialized lipid compositions, seems to be a more effective and 
feasible approach. In this work, specialized lipid compositions for the prevention of hyperlipidemia and obesity are 
developed. The research was based on blending vegetable oils followed by stabilization with a natural antioxidant 
to increase the shelf life. The fatty acid composition of the obtained lipid compositions for the prevention of 
hyperlipidemia and obesity was studied by gas-liquid chromatography; the organoleptic, physical, and chemical 
parameters were determined by conventional methods. The shelf life was evaluated by peroxide and acid number. 
Soybean, low-erucic rapeseed, linseed, and camelina oils, as well as Schizochytrium sp. microalgae oil, were used. 
An oil extract of xanthophylls from Sargassum miyabei – a brown alga from the Far East region – was used as an 
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ВВЕДЕНИЕ
По последним оценкам ВОЗ, более 1 млрд человек 

в мире имеет лишний вес. Эта проблема актуальна 
независимо от социальной и профессиональной при-
надлежности, зоны проживания, возраста и пола. В 
экономически развитых странах почти 50% населе-
ния имеет избыточный вес, из них 30% страдает ожи-
рением. С каждым годом увеличивается число детей 
и подростков, страдающих ожирением. ВОЗ рассма-
тривает ожирение как глобальную эпидемию, охва-
тывающую миллионы людей1 [1]. Абсолютно точно 
доказана связь между ожирением и такими угрожа-
ющими жизни заболеваниями, как сахарный диабет 
2-го типа, артериальная гипертензия, атеросклероз, 
некоторые виды злокачественных опухолей, нару-
шения репродуктивной функции, заболевания ЖКТ и 
опорно-двигательного аппарата. Также к числу наибо-
лее распространенных у человека форм патологии ли-
пидного обмена, кроме ожирения, относят гиперлипи-
демию, являющуюся причиной сердечно-сосудистых 
заболеваний, в частности атеросклероза [2]. Лечение 
ожирения и гиперлипидемии является консерва-
тивным, основу составляет диетотерапия, в которой 
одна из рекомендаций – контроль за количеством и 
качественным составом жира в диете (рекоменду-
ется ограничение количества жира до 30% и менее 
от общей калорийности рациона за счет преимуще-
ственного использования низкожировых и обезжи-
ренных продуктов при обеспечении в диете равного 
соотношения между насыщенными, моно- и полине-
насыщенными жирными кислотами) [3]. Несмотря 
на то, что в диетотерапии ожирения рекомендуется 
снижение потребления жиров (гиполипидемическая 
диета), необходимо учитывать важность липидов и их 
необходимость для метаболизма, кроме того, часто 
людям с избыточной массой тела и ожирением психо-
логически сложно существенно или полностью огра-
ничить себя в потреблении привычных и любимых 
продуктов с высоким содержанием жира. Одним из 
методов решения данной проблемы является созда-
ние специализированных пищевых систем с модифи-

цированными профилями, способными корректиро-
вать массу тела и влиять на липидный обмен с учетом 
высокого уровня восприятия целевой группой потре-
бителей (людей с избыточной массой тела и гиперли-
пидемией). Создание безопасных и качественных, в 
том числе функциональных и специализированных, 
продуктов питания будет способствовать снижению 
потерь от социально значимых заболеваний, к кото-
рым относится ожирение и гиперлипидемия. 

Растительные масла являются продуктами массово-
го и практически ежедневного потребления, т.к. содер-
жат вещества, необходимые для метаболизма человека, 
– жирорастворимые витамины, незаменимые жирные 
кислоты, стерины, другие биологически активные веще-
ства (БАВ). Использование растительных жиров заметно 
увеличилось в связи с развитием новых технологий, по-
зволяющих получать новые виды растительных масел, в 
том числе и из нетрадиционного сырья. 

Традиционные широко распространенные расти-
тельные масла характеризуются несбалансирован-
ным жирнокислотным составом с преобладанием 
отдельных жирных кислот, что позволяет относить их 
к определенной группе, в частности такие масла, как 
оливковое, высокоолеиновое подсолнечное, относят-
ся к олеиновой группе, т.к. характеризуются высоким 
содержанием олеиновой кислоты. Подсолнечное, ку-
курузное, конопляное и другие виды масел относятся 
к линолевой группе с преобладанием омега-6 лино-
левой кислоты. Льняное, низкоэруковое рапсовое, 
рыжиковое, горчичное, соевое и другие виды масел 
относятся к линоленовой группе с повышенным со-
держанием α-линоленовой (омега-3) кислоты2. 

Отдельные представители жирных кислот, такие 
как среднецепочечные жирные кислоты (высшие 
жирные карбоновые кислоты с числом углеродных 
атомов от 12 до 14), моно- и полиненасыщенные 
жирные кислоты (ПНЖК) групп омега-6 (линолевая, 
γ-линоленовая, арахидоновая кислоты) и омега-3 
(α-линоленовая, эйкозапентаеновая, докозагексае-
новая кислоты), являются функциональными ингреди-
ентами3. Моно- и полиненасыщенные жирные кисло-

antioxidant. The lipid compositions based on soybean oil were characterized by a higher content of polyunsaturated 
fatty acids compared to those based on low-erucic rapeseed oil (72.93–76.25% vs. 60.71–66.64%). In terms of 
organoleptic and physicochemical parameters, the developed lipid compositions for the prevention of hyperlipidemia 
and obesity meet the requirements of regulatory documentation. The introduction of an oil extract of xanthophylls 
from the Sargassum miyabei brown alga significantly increased the shelf life of the studied compositions (6 months 
compared to 3 months of control).

Keywords: specialized lipid composition, omega-6/omega-3 fatty acids, xanthophylls, obesity, hyperlipidemia, 
prevention
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ты оказывают функциональное действие на липидный 
обмен, в частности влияют на поддержание уровня 
триацилглицеринов в крови и поддержание уровня 
общего холестерина и липопротеинов высокой и низ-
кой плотности в крови, что важно для людей с гипер-
липидемией. Полиненасыщенные жирные кислоты 
семейства омега-3 влияют на метаболизм углеводов 
путем поддержания уровня глюкозы и инсулина в кро-
ви, что значимо для людей с ожирением и сахарным 
диабетом. Среднецепочечные жирные кислоты при-
нимают участие в метаболизме питательных веществ, 
активизируя метаболизм липидов и липолиз3, что важ-
но для людей с гиперлипидемией и ожирением. 

Однако, кроме жирнокислотного состава индиви-
дуального масла, должно учитываться и соотношение 
омега-6/омега-3 жирных кислот. Несбалансирован-
ность данного соотношения ПНЖК является фактором 
риска многих алиментарно-зависимых заболеваний, 
в том числе гиперлипидемии и ожирения. Оптималь-
ным соотношением омега-3/омега-6 жирных кислот 
считается 1:2–1:5. Специализированные пищевые 
системы с высоким содержанием длинноцепочечных 
ПНЖК семейства омега-3 прежде всего линоленовой, 
докозагексаеновой (ДГК) и эйкозапентаеновой (ЭПК) 
способны в определенной степени нивелировать из-
быток насыщенных жиров и ПНЖК семейства оме-
га-6 в питании человека. Таким образом, регулируя 
содержание ПНЖК семейства омега-3 можно создать 
специализированные пищевые системы с функцио-
нальными свойствами для профилактики гиперлипи-
демии и ожирения [4–8]. 

В то же время молекулы ПНЖК потенциально яв-
ляются мишенью перекисного окисления, что нега-
тивно сказывается на их биологической активности 
[9], следовательно, существует целесообразность и 
необходимость введения в специализированные пи-
щевые системы для профилактики гиперлипидемии и 
ожирения с высоким уровнем ПНЖК омега-3 эффек-
тивных антиоксидантов, в частности каротиноидов. 

Биологическая активность каротиноидов науч-
но доказана многочисленными исследованиями 
[10–16]. Группа каротиноидов является достаточно 
многочисленной (около 600 представителей), к ней 
относятся разнообразные по своей структуре веще-
ства. По своему строению каротиноиды делятся на 
каротины и ксантофиллы. Ксантофиллы – это кето- и 
различные эпокси- или фураноксипроизводные, а 
также гидроксипроизводные, синтезируемые при ги-
дроксилировании концевых фрагментов молекулы, 
более распространены, чем каротины. Морские ор-
ганизмы способны синтезировать (водоросли) и на-
капливать (асцидии, голотурии, двустворчатые моллю-
ски) каротиноиды, преимущественно ксантофиллы. 
Основным источником каротиноидов среди морских 
организмов являются водоросли, в основном бурые. 
Бурые водоросли богаты природными антиоксиданта-
ми, в том числе и каротиноидами, в частности фукок-
сантином и изопреноидами [12]. Именно они могут 
служить источниками каротиноидов для дальнейшего 
использования в качестве эффективной добавки в ли-
пидную композицию. 

Кроме того, существует довольно много исследо-
ваний, доказывающих, что каротиноиды обладают 

способностью оказывать влияние на снижение веса 
тела [17–19]. Таким образом, введение ксантофил-
лов бурых водорослей в состав липидной композиции 
определяется не только антиоксидантной активно-
стью, но и влиянием на метаболические процессы в 
организме человека [20–23].

Исходя из вышесказанного, разработка специа-
лизированных пищевых систем с модифицирован-
ным липидным профилем для профилактики гипер-
липидемии и ожирения является актуальной задачей. 
Модификация липидного профиля производится за 
счет изменения жирнокислотного состава в сторону 
увеличения содержания ПНЖК омега-3 с учетом соот-
ношения омега-3/омега-6, а также за счет введения 
ксантофиллов бурых водорослей (фукоксантина, фу-
коксантинола) как антиоксидантов и метаболически 
активных соединений.  

Целью работы являлась разработка специализи-
рованных липидных композиций для профилактики 
ожирения и гиперлипидемии заданного жирнокис-
лотного состава и отношения семейств омега-6/оме-
га-3, фортифицированных ксантофиллами из морских 
бурых водорослей. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В качестве источника каротиноидов (ксантофил-

лов) использован таллом (слоевище) бурой водорос-
ли Sargassum miyabei Yendo, относящейся к классу 
Cyclosporophyceae, порядку FucalesKylin, семейству 
Sargassaceae (Decne) Kutz. Данная водоросль мно-
голетняя, относится к потенциально промысловым 
видам, масса одного слоевища – до 7 кг. Распростра-
нена в Японском и Охотском морях [24]. Масляный 
экстракт ксантофиллов получали реэкстракцией сое-
вым растительным маслом в течение 8 ч из глицери-
нового экстракта, извлеченного при использовании в 
качестве экстрагента 60% глицерина, продолжитель-
ность процесса – 8 ч [25].

Содержание ксантофиллов определяли спектро-
фотометрическим методом. Пигментный комплекс 
выделяли 100%-м ацетоном. Гомогенат фильтровали 
через фильтр Шотта при помощи водоструйного насо-
са. Для полноты извлечения каротиноидов остаток с 
фильтра переносили в ступку для повторной экстрак-
ции еще 5 мл ацетона. Остаток на фильтре промывали 
ацетоном до обесцвечивания растворителя. Кароти-
ноиды переводили в гексан, смешивая в делительной 
воронке объединенные ацетоновые экстракты с 5 мл 
гексана и осторожно добавляя 150 мл 5%-го водного 
раствора NaCl для разделения гексанового и водного 
слоев. Экстракт промывали небольшим количеством 
дистиллированной воды (20–30 мл) для удаления 
следов ацетона, после чего сушили в течение суток 
безводным сульфатом натрия. К аликвоте спиртового 
раствора приливали равное количество 5%-го рас-
твора NaOH в этаноле и ставили в темное место на 
12 ч. Каротиноиды реэкстрагировали гексаном, кото-
рый промывали водой для удаления следов щелочи 
и высушивали безводным сульфатом натрия. Коли-
чественное содержание каротиноидов определяли 
спектрофотометрически на сканирующем спектрофо-
тометре UV-1800 (Shimadzu, Япония) в ацетоновой 
вытяжке при длине волны 450 нм [26]. 
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Жирнокислотный анализ липидов проводили с 
помощью ГЖХ-масс-спектрометра (Hewlett Packard 
5890, США). Липиды из образца экстрагировали 
смесью хлороформ–метанол (2:1). Хлороформенную 
фазу упаривали и обрабатывали 1%-м метилатом на-
трия при температуре 56 °С в течение 20 мин. Ме-
тиловые эфиры жирных кислот экстрагировали хлоро-
формом и анализировали [27, 28].

Органолептические показатели (запах, цвет и про-
зрачность) специализированной липидной компози-
ции для профилактики ожирения и гиперлипидемии 
устанавливали стандартными методами4.

Определение кислотного числа специализирован-
ной липидной композиции для профилактики ожирения 
и гиперлипидемии осуществляли нейтрализацией сво-
бодных жирных кислот, содержащихся в навеске, спир-
товым раствором гидроксида натрия согласно ГОСТ 
31933-20125, определение массовой доли фосфорсо-
держащих веществ – по ГОСТ 31753-20126, содержа-
ние влаги и летучих веществ устанавливали по ГОСТ 
11812-667, перекисное число – по ИСО 3960:20078, 
анизидиновое число – по ГОСТ 31756-20129. 

Все исследования проводили в 3-кратной повтор-
ности. Экспериментальные данные представлены в 
виде М±m. Статистическую обработку осуществляли с 
использованием пакетов прикладных статистических 
программ Excel, Statistica 7.0. Достоверность разли-
чий оценивали по критерию Стьюдента при 95%-м 
уровне значимости. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Методом получения специализированных липид-

ных композиций для профилактики гиперлипидемии и 
ожирения выбрано купажирование растительных ма-

сел с учетом заданного соотношения омега-3/омега-6 
с последующей стабилизацией ксантофиллами бурой 
водоросли Sargassum miyabei. Использование купа-
жирования растительных масел как метода коррек-
ции недостаточности ПНЖК и несбалансированности 
соотношения омега-3/омега-6 с целью профилактики 
гиперлипидемии и ожирения является эффективным и 
оправданным с учетом массовости потребления дан-
ных пищевых систем. В качестве основы для купажи-
рования выбраны соевое и низкоэруковое рапсовое 
масла. К дополнительным добавкам относятся масло 
микроводорослей Schizochytrium sp., которое является 
источником эссенциальных ЭПК и ДГК, а также нетра-
диционные растительные масла – льняное, рыжико-
вое (в качестве источников омега-3 жирных кислот). 
Жирнокислотный состав выбранных индивидуальных 
масел, определенных экспериментально, представлен 
в табл. 1. 

Нетрадиционные растительные масла – льняное, 
рыжиковое и масло микроводорослей Schizochytrium 
sp. – характеризуются высоким содержанием ПНЖК, 
однако оно обеспечивается разными жирными кис-
лотами. В льняном и рыжиковом маслах преоблада-
ющей кислотой является α-линоленовая, что согла-
суется с результатами других исследований [29, 30]. 
Соотношение кислот омега-6 и омега-3 в данных 
маслах является оптимальным, однако отсутствуют 
ЭПК и ДГК. Соевое масло характеризуется достаточно 
высоким содержанием ПНЖК, в отличие от низкоэру-
кового рапсового, в основном за счет линолевой кис-
лоты, однако соотношение кислот омега-6 и омега-3 
в нем далеко от оптимального. Низкоэруковое рапсо-
вое масло демонстрирует минимальное содержание 
ПНЖК, полученные результаты согласуются с литера-

Таблица 1. Жирнокислотный профиль индивидуальных растительных масел 

Table 1. Fatty acid profile of individual vegetable oils

     Кислота

Масло

Линолевая α-лино- 
леновая

γ-лино- 
леновая ЭПК ДГК

Общее 
содержание 

ПНЖК
ώ-6 ώ-3 Соотношение 

ώ/6:ώ/3

Массовая доля, %

Соевое 48,7+2,12 9,4+0,37 3,1+0,14 н/о* н/о 61,2+2,84 51,8+2,26 9,4+0,40 1:0,18
Низкоэруковое 
рапсовое 20,6+0,69 9,6+0,40 1,0+0,09 н/о н/о 31,2+1,27 21,6+0,84 9,6+0,38 1:0,48

Льняное 28,3+1,15 42,1+1,86 20,4+1,05 н/о н/о 90,8+4,21 48,7+2,31 42,1+2,03 1:0,86

Рыжиковое 18,9+0,76 41,3+1,97 30,2+1,17 н/о н/о 90,4+4,18 49,1+2,27 41,3+2,05 1:0,84

Микроводорослей 
Schizochytrium sp. 10,3+0,43 5,7+0,21 1,6+0,07 11,5+0,48 61,0+2,76 90,1+4,09 11,9+0,48 78,2+3,54 1:6,57

Примечание. * – не определялось.

4ГОСТ 5472-50. Масла растительные. Определение запаха, цвета и прозрачности. М.: Изд-во «Стандарт», 1950. 12 с.
5ГОСТ 31933-2012. Масла растительные. Методы определения кислотного числа. М.: Стандартинформ, 2014. 11 с.
6ГОСТ 31753-2012. Масла растительные. Методы определения фосфорсодержащих веществ. М.: Стандартинформ, 
2014. 10 с.
7ГОСТ 11812-66. Масла растительные. Методы определения влаги и летучих веществ. М.: Изд-во «Стандарт», 1966. 11 с.
8ИСО 3960:2007. Жиры и масла животные и растительные. Определение пероксидного числа. Йодометрическое (визуальное) 
определение по конечной точке. М.: Стандартинформ, 2014. 22 с.
9ГОСТ 31756-2012 (ISO 6885:2006). Жиры и масла животные и растительные. Определение анизидинового числа. М.: 
Стандартинформ, 2014. 13 с.
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турными данными [31, 32]. В масле микроводорос-
лей Schizochytrium sp. преобладающими ПНЖК явля-
ются ЭПК и ДГК. 

Модификация липидных композиций для профи-
лактики гиперлипидемии и ожирения проводилась с 
учетом потребностей организма человека в липидах 
и их биологической эффективности10. Так как кроме 
жирных кислот метаболически активными веще-
ствами, способными влиять на ожирение и гиперли-
пидемию, являются ксантофиллы с алленовыми свя-
зями, в частности ксантофиллы бурых водорослей 
– фукоксантин и его производное фукоксантинол, 
их вводили в состав специализированной липидной 
композиции в виде масляного экстракта, получае-
мого методом реэкстракции растительным маслом 
из спиртового (глицеринового) раствора из бурой 
водоросли Sargassum miyabei. Согласно литератур-
ным данным, потребление 2,4–3,0 мг фукоксантина 
в день способствовало значительному снижению 
веса и содержания жира в организме [33]. Исходя 
из этого, было определено необходимое содержание 

фукоксантина – 2,5–3,0 мг в 100 мл специализиро-
ванной липидной композиции. 

Разработано 6 модельных специализированных 
липидных композиций для профилактики гиперли-
пидемии и ожирения, состав которых представлен 
в табл. 2. В качестве контроля определена система, 
включающая все использованные растительные мас-
ла и не содержащая масляный экстракт ксантофиллов 
из Sargassum miyabei.

Все специализированные липидные композиции 
для профилактики гиперлипидемии и ожирения в ка-
честве компонента включали масло микроводорослей 
Schizochytrium sp. как источник ДГК и ЭПК. Рассматри-
вались 3 и 4-компонентные системы, в которых основой 
являлось одно из традиционных масел – соевое или низ-
коэруковое рапсовое. Нетрадиционные масла – льняное 
и рыжиковое – вводились индивидуально или совместно. 

Содержание основных эссенциальных кислот и 
ксантофиллов в специализированных липидных ком-
позициях для профилактики гиперлипидемии и ожире-
ния представлено в табл. 3. 

Таблица 2. Содержание основных компонентов в специализированных липидных композициях для профилактики 
гиперлипидемии и ожирения 

Table 2. Main components content in modified lipid compositions for the prevention of hyperlipidemia and obesity

Компонент специализированных липидных композиций
Модельная система

1 2 3 4 5 6 Контроль
Массовая доля, %

Масло низкоэруковое рапсовое 55 40 35 – – – 20
Масло микроводорослей Schizochytrium sp. 5 5 5 5 5 5 5
Масло льняное 30 – 20 20 – 40 20
Масло рыжиковое – 45 25 20 35 – 20
Масло соевое – – – 45 50 45 35
Экстракт ксантофиллов из бурой водоросли Sargassum miyabei 10 10 10 10 10 10 –

Таблица 3. Содержание основных эссенциальных кислот в специализированных липидных композициях для профилактики 
гиперлипидемии и ожирения 

Table 3. Essential acids content in modified lipid compositions for the prevention of hyperlipidemia and obesity

Специализированная 
липидная композиция Линолевая* α-лино- 

леновая*
γ-лино- 

леновая* ЭПК* ДГК*
Общее 

содержание 
ПНЖК*

ώ-6* ώ-3* Соотношение 
ώ/6:ώ/3*

Содержание 
ксанто- 

филлов**

1 23,1 19,7 14,9 0,58 2,43 60,71 38,0 22,71 1:0,6 2,9

2 20,5 24,2 19,0 0,61 2,33 66,64 39,5 27,14 1:0,69 2,8

3 18,1 24,1 16,9 0,57 2,45 64,82 35,0 27,12 1:0,77 2,9

4 37,6 20,6 15,1 0,65 2,30 76,25 52,7 23,55 1:0,45 2,7

5 37,3 19,4 15,2 0,56 2,47 72,93 52,5 22,43 1:0,43 2,8

6 39,2 19,2 12,1 0,63 2,34 73,47 51,3 22,27 1:0,43 2,6

Контроль 30,6 22,8 14,9 0,60 2,45 71,35 45,5 25,85 1:0,76 –

Примечание. *– г/100 г; **– мг/100 мл. 

10MP 2.3.1.0253-21. Нормы физиологических потребностей в энергии и пищевых веществах для различных групп 
населения Российской Федерации [Электронный ресурс]. URL: https://www.garant.ru/products/ipo/prime/doc/402716140/ 
(29.01.2023).

https://www.garant.ru/products/ipo/prime/doc/402716140/
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Результаты исследования жирнокислотного профиля 
специализированных липидных композиций для профи-
лактики гиперлипидемии и ожирения, представленные 
в табл. 3, демонстрируют, что использование в качестве 
основы соевого масла позволяет получать системы с со-
держанием линолевой кислоты в 1,61–2,17 раза боль-
ше, чем при использовании низкоэрукового рапсового 
масла. По содержанию α-линоленовой жирной кислоты 
максимальным значением характеризуются модель-
ные системы 2 и 3. ЭПК и ДГК содержатся приблизи-
тельно в одинаковом количестве, т.к. массовая доля их 
источника в рецептуре специализированных липидных 
композиций одинаковая. Общее содержание ПНЖК бо-
лее высокое в системах 4, 5, 6 (на основе соевого мас-
ла) за счет высокого содержания линолевой кислоты, 
что отражается и в значениях жирных кислот семейства 
омега-6. Жирные кислоты семейства омега-3 в специа-
лизированных липидных композициях для профилакти-
ки гиперлипидемии и ожирения представлены макси-
мально в композициях 2, 3, однако их содержание во 
всех системах различается друг от друга не более чем 
на 5%. Соотношение жирных кислот семейств омега-6/
омега-3 является более оптимальным для специализи-
рованных липидных композиций 1–3 (на основе рапсо-
вого масла). Содержание ксантофиллов во всех модель-
ных системах приближено к заданному. 

Специализированные липидные композиции для 
профилактики гиперлипидемии и ожирения предпо-
лагается использовать в качестве индивидуальных 
пищевых специализированных систем (растительные 
масла) либо в качестве компонента масложировых 
эмульсионных систем. Исходя из этого, немаловажным 
вопросом является оценка их качества, в частности 
органолептические и физико-химические показатели. 
Органолептические показатели специализированных 
липидных композиций для профилактики гиперлипиде-
мии и ожирения представлены в табл. 4. В качестве 
контроля использована липидная композиция, не со-
держащая экстракт ксантофиллов из бурой водоросли 
Sargassum miyabei.

Органолептические характеристики разработан-
ных специализированных липидных композиций для 
профилактики гиперлипидемии и ожирения не отли-
чались от характеристик традиционных растительных 
масел, имели характерный цвет и вкус, высокую про-
зрачность, запах отсутствовал. Представленные дан-
ные демонстрируют, что исследованные специализи-
рованные липидные композиции для профилактики 
гиперлипидемии и ожирения имеют традиционные 
органолептические показатели и соответствуют тре-
бованиям нормативной документации11,12.

Физико-химические показатели специализирован-

Таблица 4. Органолептические показатели специализированных липидных композиций для профилактики гиперлипидемии 
и ожирения

Table 4. Organoleptic parameters of modified lipid compositions for the prevention of hyperlipidemia and obesity

Специализированная  
липидная композиция Запах Вкус Цвет Прозрачность

1 Отсутствует Масла Светло-желтый Прозрачное, без осадка
2 Отсутствует Масла Ярко-желтый Прозрачное, без осадка
3 Отсутствует Масла Темно-желтый Прозрачное, без осадка
4 Отсутствует Масла Темно-желтый Прозрачное, без осадка
5 Отсутствует Масла Ярко-желтый Прозрачное, без осадка
6 Отсутствует Масла Светло-желтый Прозрачное, без осадка

Контроль Отсутствует Масла Светло-желтый Прозрачное, без осадка

Таблица 5. Физико-химические показатели специализированных липидных композиций для профилактики гиперлипидемии 
и ожирения

Table 5. Physico-chemical parameters of modified lipid compositions for the prevention of hyperlipidemia and obesity

Специализированная 
липидная композиция

Перекисное 
число,  

ммоль О2/кг

Кислотное  
число,  
мг КОН

Анизидиновое  
число,  
усл. ед.

Массовая доля, %
влаги и летучих 

веществ
фосфорсодержащих 

веществ
1 2,7+0,11 0,19+0,010 1,02+0,05 0,12+0,06 0,04+0,002
2 2,9+0,12 0,21+0,010 0,98+0,04 0,08+0,004 0,05+0,001
3 2,5+0,10 0,16+0,008 1,16+0,05 0,10+0,05 0,04+0,002
4 3,2+0,15 0,18+0,009 1,09+0,03 0,10+0,05 0,03+0,001
5 3,3+0,16 0,15+0,007 0,90+0,02 0,11+0,05 0,02+0,001
6 3,0+0,13 0,22+0,011 1,10+0,03 0,10+0,05 0,04+0,002

Контроль 3,4+0,15 0,25+0,020 1,20+0,06 0,13+0,06 0,04+0,002

11ГОСТ 31760-2012. Масло соевое. Технические условия. М.: Стандартинформ, 2014. 18 с. 
12ГОСТ 31759-2012. Масло рапсовое. Технические условия. М.: Стандартинформ, 2014. 12 с. 
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ных липидных композиций для профилактики гипер-
липидемии и ожирения представлены в табл. 5. 

Физико-химические показатели специализирован-
ных липидных композиций для профилактики гиперли-
пидемии и ожирения после получения незначительно 
отличаются друг от друга по массовой доле влаги и ле-
тучих веществ, а также фосфорсодержащих веществ. 
Показатели, характеризующие процессы гидролиза и 
окисления (перекисное, кислотное и анизидиновое 
числа), имеют определенные различия, обусловлен-
ные в первую очередь качеством индивидуальных 
растительных масел, использованных при создании 
модельных систем. В целом все физико-химические 
показатели специализированных липидных компози-
ций для профилактики гиперлипидемии и ожирения 
не выходят за рамки нормативных требований. 

Жирнокислотный состав разработанных специали-
зированных липидных композиций для профилактики 
гиперлипидемии и ожирения характеризуется значи-
тельным содержанием высоконепредельных ПНЖК, 
являющихся веществами с высокой окислительной 
способностью. В то же время ксантофиллы бурых во-
дорослей относятся к эффективным антиоксидантам, 
способным тормозить процессы свободнорадикально-
го окисления. На рис. 1 представлена динамика окис-
ления липидов специализированных липидных компо-
зиций для профилактики гиперлипидемии и ожирения. 

Изменения перекисного числа липидов демон-
стрируют, что контрольный образец достаточно быстро 
подвергается окислению с накоплением первичных 
продуктов – перекисей и гидроперекисей – и дости-
гает нормативного значения 10 ммоль О2/кг после 
4-х месяцев хранения за счет содержания высоконе-
предельных ПНЖК – ЭПК и ДГК. В то же время дина-
мика окисления всех специализированных липидных 
композиций для профилактики гиперлипидемии и 
ожирения характеризуется более низкой скоростью, 
перекисное число изменяется гораздо медленнее и 
достигает нормативного значения 10 ммоль О2/кг на 
7-й месяц хранения, что позволяет установить срок 
хранения 6 месяцев. Такая динамика окисления объ-
ясняется наличием в специализированных липидных 

композициях для профилактики гиперлипидемии и 
ожирения эффективных антиоксидантов – ксантофил-
лов из бурой водоросли Sargassum miyabei. 

Кроме перекисного числа, важным показателем 
качества липидов является кислотное число, демон-
стрирующее глубину процессов гидролиза ацилгли-
церинов. Динамика гидролиза липидов специализи-
рованных липидных композиций для профилактики 
гиперлипидемии и ожирения представлена на рис. 2. 

Введение антиоксиданта (масляный экстракт 
ксантофиллов из бурой водоросли Sargassum miyabei) 
в состав специализированных липидных компози-
ций для профилактики гиперлипидемии и ожирения 
позволяет существенно замедлить процессы гидро-
лиза ацилглицеринов, что демонстрирует сравнение 
кислотного числа опытных и контрольного образцов. 
Гидролиз ацилглицеринов модифицированного ли-
пидного модуля для профилактики гиперлипидемии и 
ожирения протекает наиболее интенсивно после 3-х 
месяцев хранения, в течение 7 месяцев кислотное 
число превышает нормативное значение 0,4 мг КОН, 
что позволяет определить сроком хранения 6 меся-
цев. Для контрольного образца срок хранения состав-
ляет 3 месяца. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные результаты проведенных исследова-

ний позволяют сделать следующие выводы. Исполь-
зование низкоэрукового рапсового масла в качестве 
основы купажа дает возможность создавать специа-
лизированные липидные композиции для профилак-
тики гиперлипидемии и ожирения с лучшим соотно-
шением жирных кислот семейств омега-6/омега-3. 
Специализированные липидные композиции на ос-
нове соевого масла характеризуются более высоким 
содержанием ПНЖК, чем на основе низкоэрукового 
рапсового (72,93–76,25% против 60,71–66,64%). По 
органолептическим и физико-химическим показате-
лям разработанные специализированные липидные 

Рис. 1. Динамика окисления липидов специализированных 
липидных композиций для профилактики гиперлипидемии 
и ожирения (номера специализированных липидных 
композиций соответствуют данным табл. 2)

Fig. 1. Dynamics of lipid oxidation of modified lipid 
compositions for the prevention of hyperlipidemia and obesity 
(the numbers of specialized lipid compositions correspond to 
table 2) 
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композиции для профилактики гиперлипидемии и 
ожирения соответствуют всем требованиям норма-
тивной документации. Окисление и гидролиз разра-
ботанных специализированных липидных компози-
ций для профилактики гиперлипидемии и ожирения 
протекают более медленно в сравнении с контролем, 
что доказывает изменения перекисного и кислотно-

го чисел. Введение в состав специализированной 
липидной композиции для профилактики гиперлипи-
демии и ожирения масляного экстракта ксантофил-
лов из бурой водоросли Дальневосточного региона 
Sargassum miyabei позволяет существенно увеличить 
стабильность в хранении (6 месяцев вместо 3 меся-
цев контроля). 
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Влияние акрилатных гидрогелей на основные параметры 
культивирования и антагонистическую активность 

агрономически полезных бактерий
А.В. Крыжко*,** , С.В. Дидович*,**, А.В. Сорокин*,***,****,  

М.С. Лавлинская*,***,****
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Аннотация. Целью работы являлось исследование влияния полимерных акрилатных гидрогелей на рост и разви-
тие агрономически полезной микрофлоры – штаммов азотфиксаторов, фосфатмобилизаторов, энтомопатогенов 
и антагонистов фитопатогенов. Антибактериальное действие гидрогелей изучали методом лунок в чашках Пе-
три по Й. Сэги. Культивирование бактерий проводили в ГРМ-бульоне, определение оптической плотности среды 
осуществляли при 600 нм с периодичностью 1 ч в течение 48 ч. Исследование биопленкообразования вели на 
среде LB согласно методу O’Toole, Kolter (1998). В стерильную среду вносили образцы гидрогелей в концентрации 
200; 100; 50; 25 и 12,5 мг/мл. Установлено, что штаммы Paenibacillus polymyxa П, Agrobacterium tumefacience 
204 и энтомопатогены Bacillus thuringiensis 0271, B. thuringiensis 0371 не проявляют признаков угнетения в 
зоне взаимодействия как с эталонными, так и с экспериментальными гидрогелями, а рост культур штаммов 
Azotobacter vinelandii 10702, Bradyrhizobium ottawaense М-8 и Rhizobium leguminosarum К-29 был ингибирован 
во всех вариантах опыта. Исследованные суспензии гидрогелей ГГ1 и ГГ2 в концентрации 200 мг/мл способство-
вали уменьшению оптической плотности культур как штамма B. amyloliquefaciens 01-1, так и штамма Lelliottia 
nimipressurales 32-3 в среднем на 23,3 и 14,7% к контролю соответственно. Внесение в питательную среду  
25–100 мг/мл ГГ2 способствует активному накоплению биомассы культурами P. polymyxa П и A. tumefacience 
204. Гидрогели способствовали усилению биопленкообразования B. amyloliquefaciens 01-1 в концентрации  
50–200 мг/мл (ГГ1) и 100–200 мг/мл (ГГ2). Максимальную стимуляцию образования планктонной культуры и 
биопленки наблюдали при обогащении питательной среды 12,5–100 мг/мл ГГ1 у культуры штамма P. polymyxa П, 
выражавшуюся в увеличении интенсивности прироста бактериальной суспензии в среднем в 8,9 раз к контролю. 

Ключевые слова: гидрогель, агрономически полезная микрофлора, штамм, антагонистическая активность 
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ВВЕДЕНИЕ
Эффективность выращивания сельскохозяйствен-

ных культур во многом определяется содержанием 
влаги в почве и наличием удобрений [1]. В настоящее 
время в агрономии активно применяются суперабсор-
бирующие полимерные гидрогели для улучшения физи-
ко-химических свойств почв, поддержания водного ре-
жима [3–5], усиления доступности удобрений [4, 6, 7] 
благодаря высокой абсорбции и способности аккумули-
ровать огромное количество жидкости (воды, раствора) 
[8], что позволяет улучшить рост и развитие сельскохо-
зяйственных растений, повысить их продуктивность. 
Такие суперабсорбенты существенно отличаются от 
гигроскопичных материалов своей многомерной сет-
чатой структурой. Они удерживают много воды в своей 
3-мерной сети и медленно высвобождают ее вместе с 
питательными веществами (к примеру, ионами фосфо-
ра [9]) для растений в условиях вододефицита [4].

Различают несколько типов гидрогелей: синтети-
ческие, натуральные, композитные с определенной 
степенью набухания (количеством поглощенной воды 
по отношению к единице массы полимера), проница-
емости, диффузии, сырьевого ресурса, механической 
прочности, эластичности, длительности действия, био-
деградации, биосовместимости, экологической безо-
пасности [2].

Высокая способность к адгезии установлена для 
гидрогелей, состоящих из сополимеризованных нано-
частиц хитозана и полиакриловой кислоты. В зависи-
мости от модификации синтезированного гидрогеля, 
наличия в нем ионов меди и полиакрилатов наблю-
дается в разной степени выраженная антагонистиче-
ская активность относительно бактериальных культур 
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, дрож-
жей Candida albicans и микромицета Aspergillus niger 
[10]. Устойчивость к акрилатным гидрогелям проявляет 
Escherichia сoli, а на культуры Salmonella typhimurium, 
Salmonella pullorum, Streptococcus faecalis, Bacillus 

subtilis и Pseudomonas aeruginosa гидрогели могут ока-
зывать антибактериальный эффект [11]. 

Есть сведения о том, что полимерные гидрогели мож-
но использовать в качестве иммобилизатора Lactobacillus 
plantarum для обогащения сока манго пробиотиками и 
повышения жизнеспособности бактерий в кислой среде 
при повышенных температурах [12] или для иммобили-
зации Saccharomyces bayanus в процессе получения 
этанола [13]. В промышленной биотехнологии гидрогели 
на основе поливинилового спирта в сочетании со спора-
ми Bacillus coagulans  применяются для получения мо-
лочной кислоты [14]. Существуют гидрогели, имеющие 
выраженные антимикробные свойства [15]. Изучение 
взаимодействия микроорганизмов и гидрогелей откры-
вает перспективу разработки инновационных технологий 
очистки сточных вод [7], а в сочетании с соединениями 
фенотиазиния – достижение антибиотического эффекта 
на патогены человека S. aureus и E. coli [16]. Используя 
модифицированные штаммы Synechococcus elongatus и 
Azotobacter vinelandii, обладающие выраженными азот- 
и углеродфиксирующими свойствами, получают биопла-
стиковый полигидроксибутират [17]. 

Способность бактерий к адгезии на поверхности ги-
дрогелей и повышенная по сравнению со свободными 
формами жизнеспособность делает перспективным ис-
пользование бактериально-гидрогельных композиций 
в сельском хозяйстве. Особенно важным представляет-
ся применение композиций на основе агрономически 
полезных штаммов азотфиксаторов, фосфатмобилиза-
торов и антагонистов фитопатогенов.

Перспективным является включение в состав 
композиции бактерий Azotobacter vinelandii [18] или 
Bacillus subtilis в качестве азотфиксатора [19]. Учены-
ми из университета Махатмы Ганди (штат Керала, Ин-
дия) разработан полимерный нанокомпозитный гель 
для капсулирования ризобактерий/бактериальных кон-
сорциумов, стимулирующих рост и развитие растений 
(PGPR) [20]. В таком гидрогельном препарате жизне-

antagonists. The antibacterial effect of hydrogels (HG) was studied by the volume displacement method in Petri dishes 
according to Ye. Sagi. Bacteria were cultured in GRM broth; the optical density of the medium was determined at 600 nm  
at 1 h intervals for 48 h. The process of biofilm formation was studied in LB medium according to the method of 
O’Toole and Kolter (1998). HG samples were added to sterile medium at concentrations of 200, 100, 50, 25 and 
12.5 mg/ml. The Paenibacillus polymyxa P and Agrobacterium tumefacience 204 strains, as well as the Bacillus 
thuringiensis 0271 and B. thuringiensis 0371 entomopathogens, showed no signs of inhibition in the interaction zone 
with both control and experimental HG. At the same time, the culture growth of the Azotobacter vinelandii 10702, 
Bradyrhizobium ottawaense M-8 and Rhizobium leguminosarum K-29 strains was inhibited in all the experiment 
variants. The investigated hydrogel suspensions HG1 and HG2 at a concentration of 200 mg/ml contributed to a 
decrease in the optical density of cultures of both B. amyloliquefaciens 01-1 and Lelliottia nimipressurales 32-3 by 
on average 23.3 and 14.7%, respectively, compared to the control. Introduction of HG2 into a nutrient medium in 
the amount of 25–100 mg/ml promoted active accumulation of biomass by P. polymyxa P and A. tumefacience 204. 
The HG1 and HG2 hydrogels at concentrations of 50–200 mg/ml and 100–200 mg/ml, respectively, enhanced the 
biofilm formation of B. amyloliquefaciens 01-1. The maximum stimulation of plankton culture and biofilm formation 
was observed when the P. polymyxa P strain culture was enriched with 12.5–100 mg/ml of HG1, which increased the 
intensity of bacterial suspension growth by on average 8.9 times compared to the control.

Keywords: hydrogel, soil beneficial microflora, strain, antagonistic activity
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способность микроорганизмов PGPR сохранялась до 
60 дней, а бактеризация им существенно улучшала 
структуру урожая и увеличивала зерновую продуктив-
ность Vigna unguiculata L., что, по мнению авторов, 
позволяет снизить нагрузку применения экологически 
небезопасных минеральных удобрений при выращи-
вании сельскохозяйственных культур. Таким образом, 
практическая значимость данного направления не-
оспорима для регионов с недостаточным влагообеспе-
чением при выращивании сельскохозяйственных куль-
тур и экологизации земледелия.

Целью работы являлось исследование влияния по-
лимерных акрилатных гидрогелей на рост и развитие 
агрономически полезной микрофлоры – штаммов 
азотфиксаторов, фосфатмобилизаторов, энтомопатоге-
нов и антагонистов фитопатогенов. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В исследовании использованы экспериментальные 

гидрогели, разработанные учеными Воронежского го-
сударственного университета инженерных технологий и 
Воронежского государственного университета. Приме-
няемые в настоящей работе гидрогели представляют 
собой редкосшитые сополимеры акриловой кислоты, 
акрилата калия и акриламида [21]. В качестве сшиваю-
щего агента использован бифункциональный N,N-мети-
лен-бис-акриламид в количестве 0,5% масс. Гидрогели 
получали осадительной полимеризацией акриламида и 
акриловой кислоты (1:3 масс.) в присутствии инициа-
тора персульфата калия (1% масс.) в течение 2 ч при 
температуре 65 °С в водном растворе. По завершении 
синтеза образовавшийся гель перетирали с раствором 
гидроксида калия. Мольное соотношение акриловая 
кислота:гидроксид калия составляло 1:0,7 для образца 
№ 1 (ГГ1), 1:0,5 – для образца № 2 (ГГ2). После этого 
гидрогели промывали этиловым спиртом и сушили в 
вакуумном сушильном шкафу до постоянной массы. 
Внешний вид используемых образцов: ГГ1 – белые 
кристаллы размером от 1 до 0,5 мм; ГГ2 – кристаллы с 
желтым оттенком размером от 1 до 0,5 мм.  

В качестве контроля использовали два синтетиче-
ских гидрогеля: ГГNa – полиакрилат натрия порошко-
образный (SAP, Германия) и ГГK – полиакриловый су-
перабсорбент на основе соли калия гранулированный 
(SAP, Россия). Степень набухания (SR) гидрогелей – 
500, рН после набухания – 7,5 (слабощелочная среда).

Антибактериальное действие гидрогелей изучали 
методом лунок в чашках Петри на элективных агари-
зованных питательных средах. Набухшие гидрогели 
вносили в лунки равными дозами по 0,2 мл. Зоны угне-
тения и стимуляции роста тест-культур оценивали через 
48 ч инкубирования при температуре 28 °С [22]. В ка-
честве тест-культур использовали штаммы агрономиче-
ски полезных микроорганизмов Крымской коллекции1 
разной функциональной направленности: симбиотиче-
ские азотфиксаторы гороха Rhizobium leguminosarum 
К-29 и сои Bradyrhizobium ottawaense М-8, ассоциа-
тивный азотфиксатор Azotobacter vinelandii 10702, фос-

фатмобилизирующий и стимулирующий рост и разви-
тие растений штамм Lelliottia nimipressurales 32-3, ан-
тагонисты широкого круга фитопатогенов Paenibacillus 
polymyxa П, Agrobacterium tumefacience 204 и Bacillus 
amyloliquefaciens 01-1, а также энтомопатогенные 
штаммы Bacillus thuringiensis 0371 и B. thuringiensis 
0271. В контрольном варианте засев микроорганиз-
мов проводили на питательные среды без внесения 
гидрогелей. На основе данных штаммов в Научно-ис-
следовательском институте сельского хозяйства Крыма 
разрабатываются микробные препараты землеудобри-
тельного, ростстимулирующего и защитного действия2.

Для определения бактериостатической активности 
проводили культивирование бактерий в ГРМ-бульоне. 
В стерильную остывшую до 40 °С среду вносили об-
разцы гидрогелей ГГ1 и ГГ2 в концентрации 200; 100; 
50; 25 и 12,5 мг/мл. В качестве контроля использо-
вали среду ГРМ-бульона, в которую вместо гидрогеля 
добавляли эквивалентное количество дистиллирован-
ной воды. Для инокуляции питательной среды исполь-
зовали 24-часовую культуру бактерий, разведенную 
свежей стерильной питательной средой до оптической 
плотности (ОП), составившей при длине волны 600 нм  
0,01–0,05 опт. ед. Микроорганизмы культивировали в 
96-луночном планшете в фотометре SpectroStar NANO 
(BMG LABTECH, Германия) при температуре 27 °С в 
режиме постоянного встряхивания. Определение ОП 
среды проводили при длине волны 600 нм с периодич-
ностью 1 ч в течение 48 ч.

Интенсивность прироста (ИП) бактериальной су-
спензии определяли при 600 нм по формуле [23, 24]:

ИП = ОП48:ОП0,
где ОП48 – оптическая плотность суспензии бактерий 
через 48 ч культивирования; ОП0 – исходная оптиче-
ская плотность. Если показатель был равен 1, прирост 
отсутствовал, от 1 до 2 – был слабым, больше 2 – зна-
чительным. 

Определение интенсивности биопленкообразова-
ния исследуемых штаммов оценивали методом свя-
зывания красителя генцианового фиолетового. В ка-
честве инокулянта использовали 18-часовую культуру 
бактерий, выращенную на рыбо-пептонном агаре и 
разведенную питательной средой до ОП, составившей 
при длине волны 600 нм 0,01–0,05 опт. ед. Тестируе-
мые штаммы инокулировали по 200 мкл в лунку 96-лу-
ночного планшета, в качестве контроля использовали 
стерильный рыбо-пептонный бульон. В стерильную сре-
ду вносили образцы контрольных и опытных гидрогелей 
в концентрации 200; 100; 50; 25 и 12,5 мг/мл. Макси-
мальная концентрация вносимых гидрогелей опреде-
лялась из такой, при которой образовывался прозрач-
ный раствор, не содержащий комков и глыбок.

Планшеты герметизировали и культивировали при 
температуре 27 °С в течение 48 ч, затем из лунок удаля-
ли среду с планктонными клетками. Биопленки промы-
вали 1М фосфатно-солевым буфером (PBS, pH = 6,5), 
окрашивали 5 мин 0,1%-м раствором генциана фиоле-

1Крымская коллекция микроорганизмов // Научно-технологическая инфраструктура Российской Федерации [Электронный 
ресурс]. URL: http://www.ckp-rf.ru/usu/507484/ (08.02.2023).
2Научно-исследовательский институт сельского хозяйства Крыма [Электронный ресурс]. URL: https://niishk.site/
innovacionnaya-produkciya/mikrobnye-preparaty/ (08.02.2023).
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тового и осторожно промывали водой. Связавшийся с 
биомассой биопленок краситель растворяли в этаноле 
и измеряли ОП при длине волны 590 нм [25]. ОП образ-
цов измеряли с помощью фотометра SpectroStar NANO 
(BMG LABTECH, Германия).

Определение способности к формированию био-
пленки (ОПк) определяли согласно формуле [26, 27]: 

ОПк = ХсрОПк + 3·SПк,

где ХсрОПк – среднее арифметическое значение опти-
ческой плотности, измеренной для контрольных лунок; 
SПк – среднеквадратичное (стандартное) отклонение 
контрольных значений.

Интерпретация оценки степени биопленкообразова-
ния следующая: ОП≤ОПк – отсутствует; ОПк<ОП≤2ОПк –  
низкая; 2ОПк<ОП≤4ОПк – умеренная; ОП>4ОПк – зна-
чительная.

Эксперименты проводили в 3-кратной биологиче-
ской повторности. Статистическую обработку данных 
осуществляли общепринятым методом с использовани-
ем коэффициента Стьюдента [28], в таблице и на рисун-
ках представлены средние арифметические значения 
и их стандартные ошибки. Теплокарты были построены 
с применением пакетов heatmap, gplots, RColorBrewer 
в среде R [29]. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
При изучении антибактериального действия ги-

дрогелей на культуры штаммов агрономически полез-
ных бактерий установлено, что штаммы P. polymyxa П,  

A. tumefacience 204 и энтомопатогены B. thuringiensis 
0271, B. thuringiensis 0371 показали обильный рост 
культуры без признаков угнетения вокруг лунок, запол-
ненных как контрольными, так и экспериментальными 
гидрогелями.

Гидрогели контроля ГГК и ГГNa не оказывали досто-
верного влияния на рост и развитие культур штаммов 
B. amyloliquefaciens 01-1 и L. nimipressurales 32-3. Ги-
дрогель ГГ1 способствовал образованию зоны угнете-
ния роста обоих штаммов (10,5 и 3,5 мм соответствен-
но), а ГГ2 угнетал рост B. amyloliquefaciens 01-1 в зоне 
размером 12,3 мм.

Рост культуры штамма A. vinelandii 10702 был инги-
бирован во всех вариантах опыта (рис. 1). Зона угнете-
ния роста была максимальной в варианте с гидрогелем 
ГГК и составила 5,2 мм. Исследуемые гидрогели ГГ1 и 
ГГ2 способствовали образованию меньших по размеру 
зон ингибирования роста, которые через 48 ч состави-
ли соответственно 3,5 и 2,5 мм. 

В ходе эксперимента наблюдали негативное дей-
ствие всех изученных полимерных гидрогелей на куль-
туры штаммов B. ottawaense М-8 и R. leguminosarum 
К-29. Угнетение роста культуры R. leguminosarum 
К-29 в зоне взаимодействия с гидрогелями составило 
в среднем 5,1 мм. Ингибирование культуры штамма  
B. ottawaense М-8 было максимальным в вариантах с 
ГГ1 и ГГ2 (12,0 и 5,0 мм соответственно), размер зоны 
угнетения при культивировании с ГГК составил 1,5 мм, 
а ГГNa негативного влияния на развитие B. ottawaense 
М-8 не оказывал (таблица).

Антибактериальное действие полимерных гидрогелей на бактерии агрономически полезных штаммов микроорганизмов
Antibacterial effect of polymer hydrogels on agronomically useful bacteria

Тест-микроорганизм,  
штамм

Размер зон взаимодействия полимерных гидрогелей и тест-микроорганизмов, мм
ГГК ГГNa ГГ1 ГГ2

A. tumefacience 204 0 0 0 0
A. vinelandii 10702 5,2±0,1 4,8±0,2 3,5±0,3 2,5±0,1
B. amyloliquefaciens 01-1 0 0 10,5±0,7 12,3±0,6
B. ottawaense М-8 1,5±0,1 0 12,0±0,7 5,0±0,3
B. thuringiensis 0271 0 0 0 0
B. thuringiensis 0371 0 0 0 0
L. nimipressurales 32-3 0 0 3,5±0,2 0
P. polymyxa П 0 0 0 0
R. leguminosarum К-29 6,7±0,5 3,4±0,2 5,3±0,3 4,8±0,5

        
a                                                          b                                                          c

Рис. 1. Подавление роста культуры штамма Rhizobium leguminosarum К-29 (a) и штамма Azotobacter vinelandii 10702 
(b) образцом полимерного гидрогеля ГГ1, отсутствие подавления роста штамма Azotobacter vinelandii 10702 в контроле 
(дистиллированная вода) (c)

Fig. 1. Suppression of Rhizobium leguminosarum K-29 (a) and Azotobacter vinelandii 10702 (b) culture growth with a sample 
of polymer hydrogel ГГ1, absence of Azotobacter vinelandii strain 10702 growth suppression in the control (distilled water) (с)
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Внесение в питательную среду LB эксперимен-
тальных гидрогелей ГГ1 и ГГ2 в исследованных кон-
центрациях оказало влияние на накопление био-
массы культуры штамма B. amyloliquefaciens 01-1, 
но при этом не влияло на сроки прохождения фаз 
развития. Культура штамма B. amyloliquefaciens 
01-1 в присутствии гидрогелей синхронно про-
шла фазы ускорения роста и экспоненциальную 
фазу, на 9 ч вошла в фазу замедления роста. В ва-
рианте с ГГ1 и ГГ2 в концентрации 12,5 мг/мл  
ОП культуры была минимальной и составила 0,57 опт. ед.,  
что в среднем на 16,6% меньше, чем в контроле. 
Во всех остальных вариантах отмечали увеличение  
ОП культуральной жидкости. Максимально ОП культи-
вируемых штаммов увеличивалась в варианте с обо-
гащением питательной среды гидрогелями в концен-
трации 200 мг/мл в среднем до 0,74, что на 23,3% 
меньше, чем в контроле. Через 15 ч культивирования 
культура штамма B. amyloliquefaciens 01-1 достигла 
стационарной фазы и находилась в ней до конца экс-
перимента. На 31 ч культивирования во всех опытных 
вариантах отмечали уменьшение ОП в среднем до 0,41 
опт. ед., кроме варианта с добавлением гидрогелей в 
концентрации 50 мг/мл, ОП составила 0,35 опт. ед.,  
что на 64,4% меньше, чем в контроле. 

Динамика развития штамма L. nimipressurales 
32-3 в среде LB с добавлением полимерных гидроге-
лей в общих чертах напоминала динамику развития 
культуры штамма B. amyloliquefaciens 01-1. Через 2 ч 
после инокуляции культура во всех вариантах синхрон-
но завершала фазу ускорения роста и вступала в фазу 
экспоненциального развития, завершавшуюся на 5 ч. 
Значительного влияния добавок на ОП культуры штамма  
L. nimipressurales 32-3 не отмечено. Исключение соста-
вил вариант с добавлением гидрогелей в концентрации 
200 мг/мл, где наблюдали уменьшение накопления 
биомассы в среднем на 14,7% к контролю. Угнетение 
роста культуры в этом варианте продолжалось и в ста-
ционарную фазу: максимальное снижение ОП культуры 

наблюдали на 14 ч, оно составило 0,56 опт. ед., что на 
23,3% меньше, чем в контроле. Достоверного влияния 
гидрогелей в остальных вариантах опыта на ОП культуры 
штамма L. nimipressurales 32-3 в стационарную фазу не 
отмечали. 

Анализ культивирования штамма P. polymyxa П в 
питательной среде LB, обогащенной полимерными ги-
дрогелями ГГ1 и ГГ2, позволил установить, что культура 
бактерий в фазе ускорения роста во всех вариантах раз-
вивалась синхронно в течение 5 ч (рис. 2). Стимулирую-
щее действие ГГ2 в концентрации 25 мг/мл проявилось 
в фазу экспоненциального развития и выражалось как 
в длительной (до 23 ч против 11 ч в контроле) протяжен-
ности фазы, так и в активном накоплении биомассы. ОП 
культуры штамма P. polymyxa П в этом варианте достиг-
ла 0,86 опт. ед., что в 2,6 раз больше, чем в контроле. 
На 23–25 ч культивирования наблюдали существенное 
уменьшение биомассы до 0,53 опт. ед., а на 25 ч культу-
ра штамма P. polymyxa П вошла в стационарную фазу, ха-
рактеризовавшуюся высокой ОП, составившую в сред-
нем 0,49 опт. ед., что в 3,1 раз больше, чем в контроле. В 
целом необходимо отметить, что вне зависимости от кон-
центрации и варианта введенного в питательную среду 
LB гидрогеля наблюдалась стойкая тенденция к увеличе-
нию ОП культуры в стационарной фазе. Наиболее актив-
но плотность биомассы увеличивалась в питательной сре-
де, обогащенной ГГ2 в концентрации 12,5–100 мг/мл  
(до 0,31–0,14 опт. ед. против 0,15 в контроле). Менее 
активно на ОП влияло добавление в среду ГГ1 в концен-
трации 12,5–50 мг/мл, что способствовало увеличению 
биомассы в среднем в 2,35 раз. 

Обогащение питательной среды LB полимерными ги-
дрогелями в исследованных концентрациях оказало сти-
мулирующее влияние как на накопление биомассы куль-
туры штамма A. tumefacience 204, так и на сроки про-
хождения бактериями основных фаз развития (рис. 3).  
В фазу ускорения роста культура во всех вариантах 
опыта развивалась синхронно в течение 11 ч. Однако 
на 15 ч развития в экспоненциальную фазу наблюдали 

Рис. 2. Накопление биомассы культуры штамма P. polymyxa 
П на питательной среде LB с добавлением полимерных 
гидрогелей (ГГ1 – образец гидрогеля 1, ГГ2 – образец 
гидрогеля 2)

Fig. 2. Accumulation of P. polymyxa П biomass on LB nutrient 
medium with polymer hydrogels (ГГ 1 – hydrogel sample 1,  
ГГ 2 – hydrogel sample 2)

Рис. 3. Накопление биомассы культуры штамма  
A. tumefacience 204 на питательной среде LB с добавлением 
акрилатных гидрогелей (ГГ1 – образец гидрогеля 1,  
ГГ2 – образец гидрогеля 2)
Fig. 3. Accumulation of A. tumefacience 204 biomass on 
LB nutrient medium with polymer hydrogels (ГГ 1 – hydrogel 
sample 1, ГГ 2 – hydrogel sample 2)
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проявление стимуляции роста биомассы в вариантах 
с добавлением в питательную среду ГГ2 в концентра-
ции 50–100 мг/мл. ОП культуры составила в среднем 
0,78 опт. ед., что в 3,25 раз больше, чем в контроле. В 
варианте с добавлением ГГ2 в концентрации 50 мг/мл 
культура проходила экспоненциальную фазу развития 
за 10 ч, что на 4 ч быстрее, чем в контроле – с 21 по 
29 ч (всего 8 ч против 6 ч в контроле), и находилась в 
фазе замедления роста, накапливая биомассу макси-
мально до 1,32 опт. ед., что в 2,4 раза больше, чем в 
контроле. Максимальное стимулирующее влияние на 
рост биомассы культуры штамма A. tumefacience 204 
оказал ГГ2 в концентрации 100 мг/мл в стационарную 
фазу (0,83 опт. ед.), сроки наступления которой соот-
ветствовали таковым в контроле. В остальных вариан-
тах опыта отмечено увеличение плотности биомассы 
культуры в среднем на 47,7% к контролю. Исключе-
ние составили только варианты с добавлением в пи-
тательную среду гидрогелей ГГ1 и ГГ2 в концентрации 
12,5 мг/мл, не оказывавшие достоверного влияния на 
изменение ОП культуры штамма A. tumefacience 204. 

Анализ образования биопленок у микроорганиз-
мов в присутствии полимерных гидрогелей позволил 
установить, что данный процесс носит штамм-специ-
фичный характер и, по-видимому, зависит от химиче-
ского состава изучаемого гидрогеля (рис. 4, 5). 

При рассмотрении образования планктонной куль-
туры необходимо отметить угнетение роста штамма 
B. amyloliquefaciens 01-1 в контрольных вариантах с 
добавлением в питательную среду LB ГГК (в среднем 
в 9,5 раз к контролю) и ГГNa (в 1,5–4 раза к контро-
лю) во всех испытанных концентрациях. В опытном 

варианте с ГГ1 и ГГ2 существенного влияния на ин-
тенсивность прироста планктонной культуры не на-
блюдали. 

Штамм P. polymyxa П способствует формированию 
планктонной культуры с ОП суспензии на 15,2–57,2% 
выше, чем в контроле, лишь в контрольных вариантах 
с добавлением в питательную среду LB ГГК и ГГNa в кон-
центрации 100–200 мг/мл. Исследуемый полимер-
ный гидрогель ГГ1 в концентрации 12,5–100 мг/мл  
способствовал увеличению интенсивности прироста 
бактериальной суспензии в среднем в 8,9 раз к кон-
тролю. Гидрогель ГГ2 не оказывал существенного вли-
яния на интенсивность прироста P. polymyxa П. 

Культура штамма A. tumefacience 204 оказалась 
способной активно образовывать планктонную культу-
ру в присутствии ГГNa во всех изученных концентраци-
ях в среднем в 3,4 раза больше по сравнению с кон-
тролем. Добавление в питательную среду эталонного 
гидрогеля ГГК и изучаемого ГГ1 достоверного влияния 
на данный показатель не оказывало, а ГГ2, напротив, 
проявлял тенденцию к угнетению роста в среднем на 
17,2% к контролю вне зависимости от концентрации.

Отмечено, что штамм L. nimipressurales 32-3 
способен образовывать планктонную культуру как 
при добавлении к питательной среде ГГК, так и ГГNa. 
Максимальное увеличение роста культуры наблюда-
ли в варианте с добавлением ГГNa, где ОП культуры 
увеличивалась в 3,5 раза по сравнению с контро-
лем, при добавлении ГГК – максимально в 2 раза. 
Изученный гидрогель ГГ1 способствовал увеличению 
интенсивности прироста бактериальной суспензии  
L. nimipressurales 32-3 в 7,39–11,1 раз к контролю в 
прямой зависимости от концентрации исследуемого 
вещества в питательной среде. Гидрогель ГГ2, напро-
тив, способствовал угнетению прироста суспензии на 
21,5% к контролю в максимальной исследованной 
концентрации 200 мг/мл, а в концентрациях ме-
нее 100 мг/мл существенного влияния на культуру  
L. nimipressurales 32-3 не оказывал. 

Исследовано биопленкообразование у культур 

Рис. 4. Образование планктонной культуры штаммов 
агрономически полезных бактерий на питательной 
среде LB с добавлением акрилатных гидрогелей  
(ГГNa – полиакрилат натрия порошкообразный (SAP, 
Германия) и ГГK – полиакриловый суперабсорбент на 
основе соли калия гранулированный (SAP, Россия);  
32-3 – L. nimipressurales 32-3, 204 – A. tumefacience 204,  
П – P. polymyxa П, 01-1 – B. amyloliquefaciens 01-1)

Fig. 4. Formation of a planktonic culture of strains of 
agronomically beneficial bacteria on LB nutrient medium 
with the addition of acrylate hydrogels (ГГNa is powdered 
sodium polyacrylate (SAP, Germany) and ГГK is a polyacrylic 
superabsorbent based on granular potassium salt (SAP, 
Russia); 32-3 – L. nimipressurales 32-3, 204 – A. tumefacience 
204, П – P. polymyxa П, 01-1 – B. amyloliquefaciens 01-1) 

Рис. 5. Образование планктонной культуры штаммов 
агрономически полезных бактерий на питательной среде 
LB с добавлением акрилатных гидрогелей (ГГ1 – образец 
гидрогеля 1, ГГ2 – образец гидрогеля 2)

Fig. 5. Formation of a planktonic culture of strains of 
agronomically beneficial bacteria on LB nutrient medium with 
the addition of acrylate hydrogels (ГГ 1 – hydrogel sample 1, 
ГГ 2 – hydrogel sample 2)
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штаммов агрономически полезных бактерий, полу-
ченных на среде LB, обогащенной контрольными (ГГК, 
ГГNa) и исследуемыми полимерными гидрогелями 
(ГГ1, ГГ2) (рис. 6). Отмечали максимальное биоплен-
кообразование в культуре штамма A. tumefacience 
204 во всех исследованных концентрациях гидроге-
ля. Минимальное биопленкообразование у эталон-
ных штаммов было отмечено для L. nimipressurales 
32-3. Рассматривая влияние полимерных гидрогелей 
на степень биопленкообразования агрономически 
полезных штаммов, установили, что максимальная 
стимуляция биопленкообразования была отмечена 
в варианте с обогащением питательной среды ГГ1 в 
концентрациях от 12,5 до 25 мг/мл при культивиро-
вании штамма A. tumefacience 204. Стимулирующий 
эффект наблюдали для B. amyloliquefaciens 01-1 во 
всех исследованных концентрациях. 

Анализируя полученные для ГГ2 результаты, 
отметим, что также усиление биопленкообразо-
вания наблюдали в варианте с использованием  
A. tumefacience 204 в концентрациях 12,5 и  
25 мг/мл, что соответствовало контролю. 

ВЫВОДЫ
Таким образом, в ходе проведенного иссле-

дования установлено, что штаммы P. polymyxa П,  

A. tumefacience 204 и энтомопатогены B. thuringiensis 
0271, B. thuringiensis 0371 не проявляют признаков 
угнетения в зоне взаимодействия как с эталонными, 
так и с экспериментальными гидрогелями, а рост 
культур штаммов A. vinelandii 10702, B. ottawaense 
М-8 и R. leguminosarum К-29 был ингибирован во 
всех вариантах опыта.

Выявлено, что внесение в питательную сре-
ду LB экспериментальных гидрогелей ГГ1 и ГГ2 в 
концентрациях 200; 100; 50; 25 и 12,5 мг/мл спо-
собствовало синхронному прохождению фаз раз-
вития культур штаммов B. amyloliquefaciens 01-1 
и L. nimipressurales 32-3 во всех вариантах. Од-
нако исследованные суспензии гидрогелей в кон-
центрации 200 мг/мл уменьшали ОП культур как 
штамма B. amyloliquefaciens 01-1, так и штамма  
L. nimipressurales  32-3 в среднем на 23,3 и 14,7% к 
контролю соответственно.

Установлено, что максимальное стимулирую-
щее действие на рост и развитие культуры штамма  
P. polymyxa П оказывало внесение в питательную 
среду ГГ2 в концентрации 25 мг/мл от фазы экспо-
ненциального развития до завершения стационар-
ной фазы, что выражалось как в длительной (до 23 
ч против 11 ч в контроле) протяженности фазы, так и 
в активном накоплении биомассы – в 2,6–3,1 раза 

Рис. 6. Степень биопленкообразования штаммов агрономически полезных микроорганизмов в присутствии полимерных 
гидрогелей (1 – L. nimipressurales 32-3, 2 – A. tumefacience 204, 3 – P. polymyxa П, 4 – B. amyloliquefaciens 01-1)
Fig. 6. Degree of agronomically useful microorganisms strains biofilm formation in the presence of polymer hydrogels  
(1 – L. nimipressurales 32-3, 2 – A. tumefacience 204, 3 – P. polymyxa П, 4 – B. amyloliquefaciens 01-1)
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больше, чем в контроле.
Отмечено, что культура штамма A. tumefacience 

204 с экспоненциальной до завершения стационар-
ной фазы развития в вариантах с добавлением в пи-
тательную среду ГГ2 в концентрации 50–100 мг/мл 
характеризовалась стимуляцией роста биомассы в 
среднем на 47,7% к контролю.

Показано, что образование биопленок у микро-
организмов в присутствии полимерных акрилатных 
гидрогелей штамм-специфично. Так, гидрогель ГГ1 
во всех исследованных концентрациях и ГГ2 в кон-
центрации 50–100 мг/мл стимулировал рост план-
ктонной культуры  и биопленки культуры штамма  
A. tumefacience 204 максимально в 3,25 раз к кон-
тролю. Гидрогели ГГ1 и ГГ2 существенного влияния на 
интенсивность прироста планктонной культуры штам-

ма B. amyloliquefaciens 01-1 не оказывали, однако 
способствовали усилению биопленкообразования. 

Установлено, что максимальную стимуляцию об-
разования планктонной культуры наблюдали при 
обогащении питательной среды 12,5–100 мг/мл ГГ1 
у культуры штамма P. polymyxa П, выражавшуюся в 
увеличении интенсивности прироста бактериальной 
суспензии в среднем в 8,9 раз к контролю. Для дан-
ного штамма отмечали стимуляцию биопленкообра-
зования.

Выявлено, что добавление в питательную среду 
гидрогелей ГГ1 и ГГ2 способствовало усилению роста 
планктонной культуры в 2–3,5 раза, но существенно-
го влияния на биопленкообразование отмечено не 
было. 
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Possibility the use biopreparations  
from coniferous raw materials in artificial reforestation  

of Scots pine
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Abstract. Ecologically safe biopreparations for agriculture are obtained from the waste of natural raw materials 
– greenery (needles), which remains after large-scale logging operations. These products (fir extract and spruce 
extract) contain natural triterpene acids, plant phenolic compounds and flavonoids. Although the growth regulators 
with similar characteristics are used in forest nurseries, there is still no data about the seedlings growth that were 
obtained under the influence of these preparations and then planted in the forest. The goal was to study the ef-
fect of biological preparations on the Scotch pine growth when it grown in a forest nursery, and then, in the forest 
culture. The experiments with pre-sowing treatment of pine seeds and its planting were conducted in the forest 
nursery. Seeds were soaked in preparation solutions (doses of 0.1 and 0.25 ml/kg of seeds) for 6 h. After growing 
of pine trees in the nursery, plot with cultures from these seedlings was created in the forest. Before planting in 
the forest, the seedlings were measured (stem height, root collar diameter). Measurements of pine trees were also 
taken three years in a row in the forest plot (stem height, root collar diameter, increment). Shown that a once seeds 
treatment by biostimulants ensured high survival and adaptation of pine when it was transplanted into the forest. 
The biometric characteristics of young trees were higher in the third year than in the ones from the control variant. 
Concluded that biostimulants obtained from coniferous raw materials are recommended for Scots pine growing in 
nurseries and increasing the forest cultures sustainability. 

Keywords: biopreparation, Pinus sylvestris, coniferous raw, forest cultures, plant biostimulants, pine seedlings
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Возможности использования биопрепаратов,  
полученных из древесной зелени хвойных пород,  

в искусственном лесовосстановлении сосны обыкновенной
Е.М. Андреева* , С.К. Стеценко*, Г.Г. Терехов*, Т.В. Хуршкайнен**, А.В. Кучин**

*Ботанический сад УрО РАН, г. Екатеринбург, Российская Федерация 
**Институт химии ФИЦ Коми НЦ УрО РАН, г. Сыктывкар, Российская Федерация 

Аннотация. Экологически безопасные биопрепараты для сельского хозяйства получают из отходов природно-
го сырья – древесной зелени хвойных растений, которая остается после масштабных лесозаготовительных 
работ. Эти биопрепараты (экстракт пихты и экстракт ели) содержат натуральные тритерпеновые кислоты, рас-
тительные фенольные соединения и флавоноиды. Хотя в лесных питомниках используются регуляторы роста 
с аналогичными характеристиками, до сих пор нет данных о росте сеянцев, полученных под влиянием этих 
препаратов и затем высаженных в лесу. Цель работы – изучить влияние биопрепаратов на рост сосны обык-
новенной при выращивании ее в лесном питомнике, а затем, после пересадки, – в лесных культурах. Опыты с 
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INTRODUCTION
Large-tonnage logging waste – coniferous tree 

greens – is a raw material for obtaining biologically 
active extracts, which can be the basis for the devel-
opment of plant growth regulators [1–3]. These prepa-
rations are environmentally friendly, have a multifunc-
tional effect, have low toxicity to humans, and can be 
widely introduced to agricultural and forest farms [4]. 
Preparations with a growth-stimulating effect are cur-
rently actively used in the cultivation of coniferous seed-
lings, which makes it possible to increase seed germi-
nation, increase biometric characteristics and seedling 
resistance when growing planting material in nurseries 
[5–7]. We found only a few studies that examined the 
fate of seedlings grown with the use of such biostimu-
lants and subsequently transferred to forest sites [8]. 

However, the success in survival (preservation) and 
the active growth of conifers trees at the first years after 
transplanting to the forest environment is a very import-
ant aspect in the formation of a sustainable and produc-
tive artificial plantation. 

A new biological product requires approbation not 
only in the laboratory, but also in the field experiments. 
Two preparations obtained by the emulsion extraction 
method from fir (fir extract) and spruce (spruce extract) 
tree greens using an aqueous alkaline solution as an 
extractant. This method makes it possible to simulta-
neously extract a complex of lipophilic and hydrophilic 
compounds with different polarity without the use of or-
ganic solvents [9]. 

The preparations were successfully tested for agri-
cultural plants and received state registration1 [4, 10]. 
Fir extract contains the natural triterpene acids, spruce 
extract – plant phenolic compounds and flavonoids. 
Currently, studies of these preparations for coniferous 
plant species are being carried out [11].

The goal was to study the effect of biological prepa-
rations on the Scotch pine growth when it grown in a 
forest nursery, and then, in the forest culture.

MATERIALS AND METHODS
Growing of pine seedlings (Pinus sylvestris L.) was 

carried out in the Berezovsky forest nursery (Sverdlovsk 
region). Pine seeds of the first quality class, collected 
in the Sverdlovsk region, were given by the Yekaterin-
burg Forest Seed Station Department of the Forest 
Protection Center of the Chelyabinsk Region. Experi-
ence was performed out in 5 variants: 1 – control and  
4 – experimental (with biological products of fir extract 
(FE) and spruce extract (SE). Before sowing, the seeds 
were soaked in solutions of the preparations with doses 
of 0.1 and 0.25 ml/kg for 6 h. The seeds of the control 
variant were treated only with distilled water.

The size of the experimental and control sites in the 
nursery is 1×1 m, the repetition of each variant is three 
times. The seeding corresponded of the requirements 
for forest nurseries in the Ural region and was 1.5 g per 
running meter2.

Agrotechnical care for plants was made according to 
the recommendations for growing seedlings in the nurs-
ery2. The pine seedlings have grown for two years. At 
the end of the second vegetation season, some part of 
seedlings was dug up for measuring biometric parame-
ters: stem height, root collar diameter (at least 50 seed-
lings); the safety of seedlings was carried out (number 
per 1 running meter). 

The remaining seedlings in the next year spring were 
planted to the forestry area in the vicinity of Berezovskii 
city. Seedlings were planted in the control – 177 copies, 
with FE 0.1 – 118 ones, with FE 0.25 – 129 ones, with 
SE 0.1 – 158 ones, SE 0.25 – 118 ones. Every year at 
the end of the growing season in each variant the safety 

предпосевной обработкой семян сосны и их посевом проводились в лесном питомнике. Семена замачивали 
в растворах препаратов (дозы 0,1 и 0,25 мл/кг семян) в течение 6 ч. После выращивания сосны в питомни-
ке в лесу был создан участок с культурами из этих сеянцев. Перед посадкой в лес у них измеряли следующие 
показатели: высоту стволика и диаметр корневой шейки. Промеры деревьев сосны также проводились 3 года 
подряд на лесном участке (высота ствола, диаметр корневой шейки, прирост). Показано, что однократная об-
работка семян биостимуляторами обеспечила высокую приживаемость и адаптацию сосны при пересадке в 
лес. Биометрические характеристики молодых деревьев на 3-й год были выше, чем у контрольного варианта. 
Сделан вывод о том, что биостимуляторы, полученные из хвойного сырья, могут быть рекомендованы для вы-
ращивания сосны обыкновенной в питомниках и повышения устойчивости лесных культур. 

Ключевые слова: биопрепарат, биостимуляторы растений, сосна обыкновенная, хвойное сырье, лесные куль-
туры, сеянцы сосны 
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of the planted seedlings was fixed (number of survivors 
seedling from of the original ones, %), and also the di-
ameter and height of the stems for all seedlings were 
measured. 

The characteristics of the main weather factors af-
fecting the growth of trees during the growing seasons 
at the study period are shown in Fig. 1. 

As can be seen, the weather characteristics had de-
viations from the average climatic values – the some 
increasing of atmospheric temperature and a lack of 
humidity were noted. 

Measurements of pine trees were also taken three 
years in a row in the forest plot (stem height, root collar 
diameter, increment). Also, there was counted the sur-
vival of cultures (the number of living trees remaining 
from planted ones, %). 

Statistical data analysis was performed in the pro-
gram Statistica 6.0. Arithmetic averages and standard 
errors are calculated for the obtained metric features. 
The reliability of the differences in the averages is es-
tablished with the t-test.

RESULTS AND DISCUSSION
Pine seedlings in different variants at the end of the 

second year of growth in the nursery did not have sig-
nificant differences in the root collar diameter (Table). 
Only variant with spruce extract, 0.1 ml/kg was thicker 
of control on 13.6%. The greatest height of the seed-
lings was noted in the variants using the studied bio-
stimulants in small doses – fir extract, 0.1 and spruce 
extract, 0.1 (by 9.2 and 17.2% compared with the con-
trol, respectively). 
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Fig. 1. The growing seasons weather characteristics on the researching plots in the experimental period3,4

Рис. 1. Погодные характеристики вегетационного периода на исследуемых площадках в экспериментальный период3,4

3Archive weather in Yekaterinburg. URL: https://rp5.ru/Archive_weather_in_Yekaterinburg (11.12.2022). 
4Klimaticheskie tablicy. Dannye dlja Ekaterinburga = Climate tables. Data for Yekaterinburg. (In Russian). URL: http://www.
pogodaiklimat.ru/climate/28440.htm (11.12.2022). 

Safety and averages (Mean + SE) of growth characteristics 2-year-old pine seedlings in nursery

Сохранность и показатели роста (среднее + SE) у 2-летних сеянцев сосны, выращенных в питомнике

Variant Safety of seedlings, 
pcs/running m Root collar diameter, mm Stem height, sm

Control 120.6 2.2±0.08 8.7±0.30

Fir extract, 0,1 126.4 2.1±0.05 9.5±0.26

Fir extract, 0,25 134.3 2.1±0.07 8.0±0.29

Spruce extract, 0,1 121.3 2.5±0.07 10.2±0.36

Spruce extract, 0,25 137.7 2.2±0.07 8.3±0.30
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The safety of seedlings in the experimental variants 
was at the control level or slightly higher, especially in 
the variants with the use of the spruce and fir extracts 
with a dose of 0.25.

The safety of pine seedlings a month after planting 
on the forest area was 91.1–100% in different variants. 
The survival of forest cultures was more in the first two 
years of growth, a slight decrease occurred in the third 
after planting (Fig. 2). Perhaps the influence of weather 
factors affected, because, all years of pine trees growth 
were accompanied by rather hot and dry weather with 
low precipitation in summer (Fig. 1). It should also be 
taken into account that the site on which the pine was 
planted is located in the outskirts of the city, near the 
private houses, so the influence of recreational load, in-
cluding trampling, is not excluded. Generally, at the end 
of the third year of cultures growth, pine in the experi-
mental variants had a 9–31.5% greater survival (with 
the exception of the FE, 0.25 ml/kg), compared to the 
control. 

As well as when the growth of seedlings in the nurs-
ery, higher value of the pine stem height, compared with 
the control, was noted in the variants with the use of 
small doses of preparations (0.1 ml/kg) at the first two 
years of trees growth (Fig. 3). At the third year, the in-
crease of height in all experimental variants was larger 
than the control: by using high doses of biostimulants 
by 24.3–26.1%, small doses – by 38.4–42.3%. Thus, 
the activity of biopreparations most likely helped to 
overcome the difficult conditions of drought for the pine 
in the experimental variants. At the end of the growing 
season, the largest value of the stem height significant-
ly exceeded the control indicator in the variant with fir 
extract, 0.1 ml/kg by 35%, in the spruce extract variant, 
0.1 ml/kg – by 25%. 

Also, in experimental variants, the stem height ex-
ceeded the control values by 4.6% in the variant with 
fir extract (0.25 ml/kg) and by 11% with spruce extract 
(0.25 ml/kg), but the differences were not reliable. 

The root collar diameter was significantly larger than 
the control values in the variants where small doses 
biopreperations were applied (Fig. 4); in the fir extract 

variant, 0.25 ml/kg was slightly more than the control 
(by 10.7%), there were no differences from the control 
in the spruce extract variant, 0.25 ml/kg.

Since the biostimulants that we used in this exper-
iment are based on extracts of plant materials, they 
are organic products consisting of a whole complex of 
various components [12, 13]. The conversion to a larg-
er-scale use of natural compounds instead of artificial-
ly synthesized stimulants in the agro-industrial sector 
has begun relatively recently, so the composition and 
mechanism of action of these preparations is under 
study. Metabolic reactions of plants, leading to an in-
crease in linear sizes, are also being studied – this is 
either stretching and an increase in the volume of plant 
cells, or an increase in their number due to more active 
synthesis. The latter case for long-growing conifers is 
more preferable, since a denser cellular structure en-
sures that the mechanical strength of growing trees is 
maintained. The pine response to the use of stimulants 
is supported by scientific data that the triterpene glyco-
sides contained in the fir extract (which are one of the 
main active ingredients of this preparation) are able to 

Fig. 4. The root collar diameter of pine trees in forest cultures 
at the third growth year 

Рис. 4. Диаметр стволика сосны в лесных культурах  
на 3-й год роста 

Fig. 2. The survival of pine trees in forest cultures at the first 
three growth year

Рис. 2. Приживаемость сосны в лесных культурах в первые 
3 года роста 

Fig. 3. The stem height of pine trees in forest cultures

Рис. 3. Высота стволика деревьев сосны в лесных культурах 
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stimulate the most important biochemical processes in 
germinating wheat seeds (hydrolysis of storage starch, 
biosynthesis protein), which form the basis of active 
plant growth [14]. In addition, an increase in the dry 
weight of pine due to an increase in the content of mac-
ro elements under the influence of a coniferous prepa-
ration containing natural terpenoids was found [5]. The 
biological preparation from spruce extract is also a com-
plex product introduced into agricultural practice later 
by fir extract, and its full composition and mechanism 
of action on plant metabolism is under study. Howev-
er, it is already known that spruce phenolic compounds 
play an important role in growth and protection, includ-
ing inhibition due to abiotic stresses [15]. In any case, 
the main factor that determines the study and practi-
cal use of such stimulants is their wide effectiveness, 
which is not inferior to the level of artificially synthesized 
products impact, their undoubted environmental safety, 
as well as their contribution to the development of re-
source-saving technologies in the timber industry.

The creation of forest cultures often occurs at the 
reason to the impossibility of restoring forest trees site 
in a natural way due to the lack of seed source trees 
or with difficult soil conditions. The experimental plot 
was located on the outskirts of the city, where there 
was no possibility of a quick forest restoration, although 
the place was characterized by optimal conditions for 
the growth of pine [16]. At the same, the faster growth 
of weedy herbaceous vegetation could cause the sup-
pression of slower growing pine during its adaptation to 
the forest area. At the experiment, the planting of pine 
seedlings on the forest area was carried out in moist 
soil and in cool weather. This had a positive effect on 
the survival rate of seedlings after their transplantation 
into the forest. However, during the following years of 
trees growth, there were periods when the atmospheric 
temperature significantly exceeded the long-term aver-
age, and there was little precipitation. Observations at 
the first three years made it possible to establish that 
the biostimulants provided the more active young trees 
growth and helped to overcome negative abiotic fac-
tors affecting the survival of pine seedlings during their 
growth in the forest area. At the end of the third grow-
ing season, the pine parameters in the variants with fir 
extract and spruce extract exceeded the control ones, 
which may indicate a positive effect of the this biostim-
ulants on pine growth.

Last time research on the use of biological prepara-
tions from the needles of fir, spruce, pine, larch for grow-
ing seedlings in nurseries has been actively conducted. 

These works are carried out in laboratories and field 
conditions in nurseries, where their influence on seed 
germination, growth and safety of seedlings, resistance 
to fungal diseases is studied [5, 6, 17–19]. 

According to the results of many years of research 
conducted in the nurseries of the Sverdlovsk region, the 
authors proposed a method “Method for stimulating the 
growth rate of Scotch pine seedlings” [20]. 

Obtaining of high quality planting material for the 
main forest-forming coniferous species is only the initial 
stage in the process of reforestation. The next important 
stage is the transplantation of seedlings into the forest 
environment, where the conditions are more stringent 
than in the nursery. Planting forest cultures from seed-
lings grown with the use of biostimulants is a pioneer 
work, especially in the Middle Urals conditions. Based 
on the results of further observations of the Scotch pine 
forest plantations, recommendations will be given for 
the use of these preparations for growing seedlings and 
forest plantations in other regions.

CONCLUSIONS
Ecologically safe preparations of fir extract and 

spruce extract, produced from fir and spruce tree 
greens, were once used for pre-sowing treatment of 
Scots pine seeds. Two-year pine seedlings grown in the 
nursery had higher stem heights in experimental vari-
ants with the applying of biostimulants in small doses. 

Such growth trends persisted after the planting of 
seedlings to the silvicultural area for the first two years. 
At the end of third year, the highest values were noted in 
the experimental variants, where fir extract and spruce 
extract was used in the dose 0.1 ml/kg (+35 and +25% 
compared to the control, respectively).

The increased safety and biometric characteristics 
in the experimental variants, compared with the control 
ones, at the end of the third growing season, allow us 
to say that the survival rate and adaptation of the pine 
grown with the use of biostimulants in the forest area 
was successful. Concluded, there are the positive effect 
of fir extract and spruce extract plant growth regulators 
for obtaining Scots pine seedlings in nurseries and the 
subsequent applying of these plants for the forest cul-
tures creation.

At further experiments, it is necessary to expand 
the range of applied doses of biostimulants in order to 
clarify their optimal doses for Scots pine. Also, it is nec-
essary to study the effect of biopreparations not only 
on pine, but also on other widespread coniferous trees 
– spruce, larch, fir, etc. 
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Перспективы применения модифицированного биофунгицида  
на основе Trichoderma viride для оздоровления почв
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Аннотация. Препарат Триходермин на основе Trichoderma viride предназначен для обработки семян зерновых, овощ-
ных, плодово-ягодных культур и для внесения в почву. Новое направление в исследованиях связано с применением 
природных минералов – цеолита (0,2 и 0,04 мм), диатомита, глауконита и сапропеля. В лабораторных эксперимен-
тах установлено, что природные минералы не угнетают развитие T. viride. Только глауконит и диатомит, стимулируя ее 
рост, приводят к быстрому спороношению. Цеолит в обеих фракциях (0,20 и 0,04 мм) оказывает пролонгирующее 
действие на рост T. viride. Сапропель удлиняет срок развития микромицета в меньшей степени, чем цеолит в обеих 
фракциях. Исследования продолжены в полевом опыте, где после внесения биопрепарата Триходермин проведена 
оценка микромицетного состава серой лесной почвы Лаишевского муниципального района Республики Татарстан. 
Биофунгицид на основе микромицета T. viride (доза 3 кг/га) внесен в почву совместно с вышеперечисленными 
природными минералами (доза внесения каждого 0,5 т/га). Отбор проб почвы для количественной и качественной 
характеристики микромицетного сообщества проведен в фазы всхожести и кущения озимой пшеницы сорта Султан. 
Установлено, что применение препарата Триходермин способствует значительному увеличению в почве представи-
телей рода Trichoderma. Отмечено преобладание этого рода (74–100%) по сравнению с остальными микроскопи-
ческими грибами (рр. Aspergillus, Mucor, Fusarium). Выявлена ингибирующая активность Trichoderma в отношении 
патогенных грибов. Фитопатогенные грибы рода Fusarium отсутствуют только в вариантах с добавлением цеолита  
(0,04 мм) и диатомита. Применение диатомита и цеолита совместно с препаратом Триходермин является перспек-
тивным приемом для улучшения фитосанитарного состояния почв сельскохозяйственного назначения.

Ключевые слова: Trichoderma viride, биофунгицид, диатомит, глауконит, сапропель, цеолит, почва, микромице-
ты
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Prospects of a modified biofungicide based on Trichoderma viride  
for soil health improvement
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of the Federal State Budgetary Institution of Science «Kazan Scientific Center of the Russian Academy of Sciences», 
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Abstract. Trichodermin biopreparations isolated from Trichoderma viride are widely used for treating seed, vegetable, 
fruit and berry crops, as well as for soil application. A promising research direction consists in the simultaneous use 
of Trichodermin biopreparations and natural minerals, such as zeolite (0.2 and 0.04 mm), diatomite, glauconite and 
sapropel. Our laboratory experiments showed that these minerals do not inhibit the development of T. viride. While 
promoting T. viride growth, glauconite and diatomite application lead to its rapid sporulation. Zeolite in both fractions (0.20 
and 0.04 mm) has a long-acting effect on T. viride growth. Sapropel prolongs the period of micromycete development to a 
lesser extent than zeolite in both fractions does. The studies were continued in a field experiment, where the micromycete 
composition of gray forest soils of Laishevsky district of the Republic of Tatarstan was evaluated after the application of a 
Trichodermin biopreparation. A biofungicide based on T. viride (at a dose of 3 kg/ha) was introduced into the soil together 
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ВВЕДЕНИЕ
Рациональное природопользование – одно из при-

оритетных направлений развития науки и технологий в 
Российской Федерации. Актуальным элементом систе-
мы защиты растений от болезней является примене-
ние биотехнологий и биосредств. Это одна из самых бы-
строрастущих высокотехнологичных областей в мире. 

Подавляющее количество возбудителей болезней 
растений относится к фитопатогенным грибам (более 
80%). При этом потери урожая возделываемых культур 
от грибных болезней в разные годы составляют 5–30% 
и могут достигать до 50% и более в эпифитотийные годы, 
когда степень поражения культур болезнями значитель-
но превосходит среднестатистические показатели1.

В повышении плодородия почв значительный 
интерес представляет разработка экологически без-
опасных фунгицидов, т.к. внесение в почву препара-
тов на основе микроорганизмов-антагонистов суще-
ственно снижает количество фитопатогенных грибов 
в ризосфере растений и способствует оздоровлению 
почвы [1]. На сегодняшний день на рынке существует 
огромное количество разнообразных биопрепара-
тов. Для обработки семян в борьбе с фитопатогенами 
рекомендованы бактериальные препараты на осно-
ве штаммов Bacillus subtilis (Интеграл, Фитоспорин, 
Бактофит), штаммов Pseudomonas fluorescens (Бино-
рам), штаммов Pseudomonas aureofaciens (Псевдо-
бактерин-2), грибной препарат на основе штаммов 
Trichoderma lignorum, Trichoderma viride (Триходер-
мин). Данные препараты менее токсичны по сравне-
нию с химическими фунгицидами и более доступны 
для большинства сельхозтоваропроизводителей из-за 
относительно низкой стоимости2. Именно благодаря 
биометодам возможно сокращение числа химиче-
ских обработок и восстановление численности при-
родных популяций. 

В сельском хозяйстве применяются биопрепараты 
на основе микромицета рода Trichoderma, который 
характеризуется быстрым ростом, высоким конидиаль-
ным спороношением и способностью образовывать 
склероций при неблагоприятных условиях [2]. Исполь-
зование грибов рода Trichoderma является основой для 

реализации экологически безопасных, экономичных и 
долговременных методов борьбы с патогенными ми-
кроорганизмами почвы [3, 4]. 

Trichoderma играет важную роль в повышении 
плодородия почвы. Она является антагонистом по от-
ношению к ряду патогенных грибов родов Fusarium, 
Phytophthora, Alternaria, Phythium, Botrytis, Phoma  
[5, 6], подавляя их развитие [7, 8]. Trichoderma харак-
теризуется высокой приживаемостью и конкурентоспо-
собностью благодаря развитой системе ферментатив-
ного аппарата. Микромицет Trichoderma синтезирует 
физиологически активные вещества, влияющие на 
биохимические процессы, протекающие в растениях, 
оказывает положительное действие на ростовые про-
цессы и влияет на продуктивность растений [9–11].

На основе штамма Trichoderma viride создан био-
препарат Триходермин, который оказывает стимули-
рующее действие на развитие растений, влияет на 
изменение структуры почвы, улучшает ее плодородие  
[12, 13]. При внесении этого препарата в почву раз-
вивается мицелий, выделяющий антибиотики (глио-
токсин, виридин, алалицин и др.), которые оказывают 
защитное действие более чем от 40 возбудителей бо-
лезней, в том числе и от корневых гнилей [14]. 

Широкое использование биологических методов 
позволяет кардинально изменить ситуацию в растени-
еводстве, а именно успешно решать вопросы не только 
производства качественной растениеводческой про-
дукции, но в целом охраны природы и здоровья насе-
ления. 

С учетом вызовов современности, связанных с 
санкциями против России, и современных тенденций 
развития сельского хозяйства (повышение цен на ми-
неральные удобрения, снижение почвенного плодо-
родия, поиск альтернативы пестицидам и др.) необхо-
димы новые и модифицированные биофунгициды на 
основе местной микрофлоры и минерального сырья, 
применяемого в качестве пролонгаторов роста микро-
организмов. 

Цель исследования – изучение микромицетного со-
става почвы в полевых условиях при внесении модифи-
цированного препарата Триходермин. 

with the above natural minerals (at a dose of 0.5 t/ha each). Soil sampling for a quantitative and qualitative analysis of 
the micromycete community was carried out in the phases of germination and tillering of winter wheat (Sultan variety). 
Trichodermin contributed to a significant increase in the amount of T. viride in the soil. This genus was the dominant 
(74–100%) among other microscopic fungi present in the soil (p. Aspergillus, Mucor, Fusarium). T. viride was found to 
exhibit inhibitory activity against pathogenic fungi. Phytopathogenic fungi of the Fusarium genus were absent only in 
variants with the addition of zeolite (0.04 mm) and diatomite. The use of diatomite and zeolite together with Trichodermin 
preparations is a promising technique for improving the phytosanitary state of agricultural soils.

Keywords: Trichoderma viride, biofungicide, diatomite, glauconite, sapropel, zeolite, soil, micromycetes
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Биопрепарат Триходермин был создан на осно-

ве микроскопического гриба T. viride (получен в 
филиале ФГБУ «Россельхозцентр» по Республике Та-
тарстан (РТ), титр – не менее 1,5·109 КОЕ/г). Вноси-
ли несколько природных минералов: цеолит Татар-
ско-Шатрашанского месторождения РТ, диатомит 
Инзенского месторождения Ульяновской области 
РФ, глауконит Сюндюковского месторождения РТ, 
сапропель месторождения оз. Белое РТ [15]. 

Работа состояла из нескольких этапов: лабора-
торные эксперименты и исследования в полевом 
опыте. В лабораторных экспериментах проверяли 
совместимость и сохранность T. viride с природны-
ми минералами. Для оценки совместимости в сре-
ду Чапека добавляли природные минералы в кон-
центрации 1 г/л. Затем в агаризованную модифи-
цированную среду проводили посев T. viride штри-
хом и уколом, инкубируя затем в термостате при 
температуре 28 °С. За ростом T. viride наблюдали 
в динамике (на 4, 7 и 10 сутки культивирования) по 
размеру колоний. Для проверки сохранности про-
водили культивирование T. viride на органическом 
субстрате с внесением исследуемых минералов (в 
соотношении 1:10) с последующим определением 
численности микромицета. 

Полевой опыт был заложен на серой лесной 
среднесуглинистой почве Лаишевского муници-
пального района РТ по схеме: 1) фон (N60P60K60);  
2) фон + Триходермин; 3) фон + Триходермин + цео-
лит 0,2 мм; 4) фон + Триходермин + цеолит 0,04 мм;  
5) фон + Триходермин + диатомит; 6) фон + Три-
ходермин + глауконит; 7) фон + Триходермин + са-
пропель. Доза внесения препарата Триходермин –  
3 кг/га. Площадь делянки – 18 м2, повторность 3-крат-
ная, размещение делянок рандомизированное.

Серая лесная среднесуглинистая почва име-
ла следующую агрохимическую характеристику: 
гумус – 3,2%; рНсол. – 6,0; Нr – 0,8 мг-экв/100 г;  
Sпо – 21,2 мг-экв/100 г; Nщел – 119,0 мг/кг;  
Р2О5 – 92,0 мг/кг; К2О – 162,0 мг/кг. В полевом 
опыте выращивали озимую пшеницу сорта Султан.

Отбор проб почвы проводили в соответствии с 
требованиями ГОСТ 17.4.3.01-833 в фазы всходов 
и кущения озимой пшеницы. Посев почвенных 
образцов осуществляли на среду Чапека в чашки 
Петри методом предельных разведений4. Инку-
бацию проводили в термостате при температуре  
27 °С. Подсчет выросших колоний микромицетов 
осуществляли на 3 сут. культивирования. Микро-
скопирование мицелия проводили с помощью 
инвертированного биологического микроскопа  
НИБ (ООО «ЛОМО-Микроанализ», Россия). Опреде-
ление до рода осуществляли по определителю5. 

Все параметры измеряли не менее чем в 3-крат-
ной повторности. Статистическую обработку резуль-
татов осуществляли с помощью электронных таблиц 
Excel и программы Origin 4.1. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Препарат Триходермин на основе T. viride предна-

значен и для обработки семян зерновых, овощных, 
плодово-ягодных культур, и для внесения в почву. 
Новое направление в исследованиях связано с при-
менением природных минералов в качестве пролон-
гаторов роста микромицетов рода Trichoderma. Для 
создания модифицированных препаратов на основе 
T. viride необходимо комплексное изучение ее совме-
стимости с минералами. 

Рост T. viride изучен в динамике при посеве на 
среду Чапека с добавлением в нее природных мине-
ралов (рис. 1, 2). 

3ГОСТ 17.4.3.0-83. Охрана природы (ССОП). Почвы. Общие требования к отбору проб. М.: Стандартинформ, 2008. 3 с.
4Нетрусов А.И., Котова И.Б. Общая микробиология: учебник для студ. М.: Академия, 2007. 288 с.
5Пидопличко Н.М. Грибы-паразиты культурных растений: определитель в 3-х т. Т. 2. Грибы несовершенные. Киев: Наукова 
думка, 1977. 301 с.

Рис. 1. Диаметр колоний Trichoderma viride с природными 
минералами по состоянию на 4 сутки: 1 – T. viride (контроль); 
2 – T. viride + диатомит; 3 – T. viride + глауконит; 4 – T. viride 
+ сапропель; 5 – T. viride + цеолит (0,04 мм); 6 – T. viride + 
цеолит (0,20 мм)

Fig. 1. Diameter of Trichoderma viride colonies with natural 
minerals as of day 4: 1 – T. viride (control); 2 – T. viride + 
diatomite; 3 – T. viride + glauconite; 4 – T. viride + sapropel;  
5 – T. viride + zeolite (0.04 mm); 6 – T. viride + zeolite (0.20 mm)

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Препарат Триходермин на основе T. viride предназначен и для обработки семян зерновых, 

овощных, плодово-ягодных культур, и для внесения в почву. Новое направление в исследованиях 
связано с применением природных минералов в качестве пролонгаторов роста микромицетов рода 
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Установлено, что природные минералы не угнетают 
развитие T. viride. Только глауконит и диатомит, стиму-
лируя ее рост, приводят к быстрому спороношению. 
Цеолит в обеих фракциях (0,20 и 0,04 мм) оказывает 
более длительное пролонгирующее действие на рост  
T. viride. Сапропель удлиняет срок развития микроми-
цета в меньшей степени, чем цеолит в обеих фракциях. 
Следовательно, применение практически всех иссле-
дованных природных минералов способствует удлине-
нию развития T. viride и оттягиванию сроков спороно-
шения, что увеличивает сохранность и активность ми-
кромицета в составе биопрепарата (см. рис. 2).

При изучении действия различных минералов на 
рост и сохранность жизнеспособности T. viride уста-
новлено, что цеолит, диатомит, глауконит и сапропель 
не ингибируют рост T. viride [16].

Исследования продолжены в полевом опыте. 
Разнообразие почвенных микромицетов в опыт-
ных вариантах представлено родами Trichoderma, 
Aspergillus, Penicillium, Mucor, Fusarium. Установлено, 
что внесение препарата Триходермин способствует 
значительному увеличению численности грибов рода 
Trichoderma в почве во всех вариантах по сравнению 
с другими выявленными родами (рис. 3).

В исходной почве обнаружены патогенные грибы 
и отсутствуют микромицеты рода Trichoderma. В фазе 
всходов озимой пшеницы микромицетный состав иной. 
На рис. 4 представлен количественный и качественный 
состав микромицетов в исследуемых образцах почвы и 
процентное содержание рода Trichoderma относительно 
общего количества микроскопических грибов. 

Рис. 3. Рост рода Trichoderma из образца почвы на среде 
Чапека (а) и микроскопическое изображение мицелия 

(инвертированный биологический микроскоп НИБ, 
увеличение х40) (b) 

Fig. 3. Growth of the genus Trichoderma from a soil sample on 
Czapek’s medium (a) and microscopic image of the mycelium 
(NIB inverted biological microscope, x40 magnification) (b)
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Рис. 4. Почвенное микромицетное сообщество при внесении биопрепарата Триходермин в фазе 
всходов: 1 – фон (NPK); 2 – фон + Триходермин; 3 – фон + Триходермин + цеолит 0,2 мм; 4 – фон + 
Триходермин + цеолит 0,04 мм; 5 – фон + Триходермин + диатомит; 6 – фон + Триходермин + 
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Fig. 4. Soil micromycete community after application of Trichodermin biopreparation in the seedling phase: 1 
– background (NPK); 2 – background + Trichodermin; 3 – background + Trichodermin + zeolite 0.2 mm; 4 – 
background + Trichodermin + zeolite 0.04 mm; 5 – background + Trichodermin + diatomite; 6 – background 
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Установлено, что внесение биофунгицида Триходермин способствует значительному 
преобладанию рода Trichoderma по сравнению с другими микроскопическими грибами. В вариантах с 
применением препарата Триходермин и биофунгицида совместно с природными минералами, такими 
как диатомит и цеолит, содержание рода Trichoderma максимальное (8,0·104 КОЕ/г почвы) и 
составляет 87,9–100,0%. При внесении биофунгицида Триходермин с глауконитом и сапропелем 
также отмечено преобладание рода Trichoderma (74,7 и 78,4% соответственно), но количество 
несколько ниже – 3,25·104 и 3,45·104 КОЕ/г почвы соответственно.  

Спустя месяц (в фазе кущения) был произведен второй отбор проб почвы (рис. 5).  
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В этой фазе онтогенеза озимой пшеницы также наблюдается высокое процентное содержание 

рода Trichoderma в вариантах с внесением Триходермина – Триходермин + цеолит (0,04 мм) и 
Триходермин + диатомит (91,5; 95,1 и 97,1% соответственно). В варианте Триходермин + цеолит 
(0,2 мм) отмечено снижение численности микромицета рода Trichoderma в 2,1 раза по сравнению с 
отбором в фазе всходов. Следует отметить вариант с внесением глауконита, который 
характеризуется наименьшим содержанием рода Trichoderma (40,4%) и количеством (1,2·104 КОЕ/г 
почвы), что в 2,8 раз меньше, чем в фазе всходов. Патогенные грибы рода Fusarium отсутствуют в 
вариантах с применением цеолита (0,04 мм) и диатомита.  

Полученные данные согласуются с исследованиями, в которых показано, что взаимодействие 
Trichoderma с почвой вызывает существенные изменения в ее микробном сообществе [11, 17, 18]. 
Эффективность внесения биопрепаратов на основе рода Trichoderma в почву подтверждается в 
публикации Р.А.А. Хан и соавторов, где отмечено, что микромицеты рода Trichoderma вступают в 
сложные взаимоотношения с аборигенной почвенной микрофлорой, в процессе которых может 
происходить подавление роста, стимуляция развития микроорганизмов либо нейтральное отношение 
к присутствию рода Trichoderma [19].  

Благодаря своим ростовым особенностям, физиологическим свойствам и спектру экзо- и 
эндометаболитов представители рода Trichoderma обладают высокой приспособленностью, 
выживаемостью и конкурентоспособностью в экологической нише [12]. Искусственно внесенные в 
почву микрогрибы рода Trichoderma вступают в сложные взаимоотношения с аборигенной почвенной 
микрофлорой [19]. 

В работах С. Кесвани с соавторами и Ф.К. Алимовой описана фунгистатическая активность 
Trichoderma по отношению к фитопатогенным микроорганизмам (Penicillium и Aspergillus), а также ее 
стимулирующее действие на развитие полезных бактерий (диазотрофных бактерий, актинобактерий) 
[12]. Важную роль микроорганизмов-антагонистов в фитосанитарной оптимизации агроэкосистем 
отмечают И.И. Новикова, Л.Е. Колесников с соавторами и др. [1, 20].  
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Таким образом, применение практически всех исследованных природных минералов 

способствует удлинению развития T. viride и оттягиванию сроков спороношения. Использование 
препарата Триходермин совместно с природными минералами улучшает фитосанитарное состояние 
почвы в полевом опыте с озимой пшеницей. Отмечено преобладание рода Trichoderma по сравнению 
с остальными выявленными почвенными микромицетами (рр. Aspergillus, Mucor, Fusarium). При этом 
внесение препарата Триходермин способствует значительному увеличению в почве T. viride, которая 
проявляет ингибирующую активность в отношении патогенных грибов. Особо значимым является то, 
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Установлено, что внесение биофунгицида Трихо-
дермин способствует значительному преобладанию 
рода Trichoderma по сравнению с другими микро-
скопическими грибами. В вариантах с применением 
препарата Триходермин и биофунгицида совместно 
с природными минералами, такими как диатомит и 
цеолит, содержание рода Trichoderma максимальное 
(8,0·104 КОЕ/г почвы) и составляет 87,9–100,0%. При 
внесении биофунгицида Триходермин с глауконитом 
и сапропелем также отмечено преобладание рода 
Trichoderma (74,7 и 78,4% соответственно), но коли-
чество несколько ниже – 3,25·104 и 3,45·104 КОЕ/г 
почвы соответственно. 

Спустя месяц (в фазе кущения) был произведен 
второй отбор проб почвы (рис. 5). 

В этой фазе онтогенеза озимой пшеницы также 
наблюдается высокое процентное содержание рода 
Trichoderma в вариантах с внесением Триходермина 
– Триходермин + цеолит (0,04 мм) и Триходермин + 
диатомит (91,5; 95,1 и 97,1% соответственно). В ва-
рианте Триходермин + цеолит (0,2 мм) отмечено сни-
жение численности микромицета рода Trichoderma  
в 2,1 раза по сравнению с отбором в фазе всходов. 
Следует отметить вариант с внесением глауконита, 
который характеризуется наименьшим содержанием 
рода Trichoderma (40,4%) и количеством (1,2·104 КОЕ/г  
почвы), что в 2,8 раз меньше, чем в фазе всходов. 
Патогенные грибы рода Fusarium отсутствуют в вари-
антах с применением цеолита (0,04 мм) и диатомита. 

Полученные данные согласуются с исследова-
ниями, в которых показано, что взаимодействие 
Trichoderma с почвой вызывает существенные из-
менения в ее микробном сообществе [11, 17, 18]. 
Эффективность внесения биопрепаратов на основе 
рода Trichoderma в почву подтверждается в публи-
кации Р.А.А. Хан и соавторов, где отмечено, что ми-
кромицеты рода Trichoderma вступают в сложные 
взаимоотношения с аборигенной почвенной микро-
флорой, в процессе которых может происходить по-
давление роста, стимуляция развития микроорганиз-
мов либо нейтральное отношение к присутствию рода 
Trichoderma [19]. 

Благодаря своим ростовым особенностям, физи-

ологическим свойствам и спектру экзо- и эндомета-
болитов представители рода Trichoderma обладают 
высокой приспособленностью, выживаемостью и 
конкурентоспособностью в экологической нише [12]. 
Искусственно внесенные в почву микрогрибы рода 
Trichoderma вступают в сложные взаимоотношения с 
аборигенной почвенной микрофлорой [19].

В работах С. Кесвани с соавторами и Ф.К. Али-
мовой описана фунгистатическая активность 
Trichoderma по отношению к фитопатогенным ми-
кроорганизмам (Penicillium и Aspergillus), а также 
ее стимулирующее действие на развитие полезных 
бактерий (диазотрофных бактерий, актинобактерий) 
[12]. Важную роль микроорганизмов-антагонистов в 
фитосанитарной оптимизации агроэкосистем отме-
чают И.И. Новикова, Л.Е. Колесников с соавторами 
и др. [1, 20]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, применение практически всех 

исследованных природных минералов способствует 
удлинению развития T. viride и оттягиванию сроков 
спороношения. Использование препарата Триходер-
мин совместно с природными минералами улучшает 
фитосанитарное состояние почвы в полевом опыте 
с озимой пшеницей. Отмечено преобладание рода 
Trichoderma по сравнению с остальными выявлен-
ными почвенными микромицетами (рр. Aspergillus, 
Mucor, Fusarium). При этом внесение препарата Три-
ходермин способствует значительному увеличению в 
почве T. viride, которая проявляет ингибирующую ак-
тивность в отношении патогенных грибов. Особо зна-
чимым является то, что фитопатогенные грибы рода 
Fusarium отсутствуют в вариантах с добавлением це-
олита (0,04 мм) и диатомита. 

Считаем, что, несмотря на существующие удобре-
ния, необходимы более эффективные способы улучше-
ния свойств почвы и растений. Повышение продуктив-
ности культур можно достигнуть за счет применения 
природных минералов и органоминеральных соедине-
ний, способствующих более эффективному усвоению 
элементов питания растениями и стимуляции внутрен-
них резервов сельскохозяйственных культур. 
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Аннотация. В настоящее время общемировой тенденцией является формирование рынков экологически чистой 
продукции, развитие которых сопряжено с целым рядом трудностей, связанных не только с недостаточностью 
знаний и практической подготовки в области экологического сельского хозяйства, но и с необходимостью совер-
шенствования и развития методологической базы. Использование биотестов, основанных на ферментативных 
методах в токсиколого-биохимическом мониторинге сельскохозяйственной продукции, является одним из наи-
более перспективных направлений. Цель работы заключалась в разработке токсиколого-биохимической модели 
оценки экологической чистоты сельскохозяйственной продукции на примере масличных культур. Разработанная 
токсиколого-биохимическая модель оценки экологической чистоты сельскохозяйственной продукции представ-
ляет собой единую систему, включающую тест-объект, стандартизованный по ключевым физико-химическим 
показателям, тест-маркер и тест-реакцию, а также методику выполнения качественной оценки, имеющую свой 
критериальный аппарат оценки воздействия факторов среды в соответствии с выбранными методами детекции. 
В качестве исследуемого объекта выбраны семена подсолнечника. Установлен органоспецифический фермент – 
липаза, для которой определены оптимальные условия для протекания тест-реакции, а также характер и условия 
влияния тест-субъектов. Разработан метод определения экологической чистоты семян подсолнечника на основе 
изменения активности органоспецифического фермента в сравнении с референтной величиной. Определены 
его аналитические характеристики. Предлагаемая нами модель имеет ряд инновационных подходов и отличи-
тельных особенностей, таких как использование исследуемого объекта (целостного растения, семян, плодов  
и т.д.) в качестве тест-объекта, содержащего тест-маркер со специфической тест-реакцией; экстраполяция поня-
тия «референтная величина» в область токсиколого-биохимической оценки безопасности пищевого сырья; введе-
ние показателя «динамика изменения активности органоспецифического фермента» относительно референтной 
величины, позволяющего характеризовать продукцию как экологически чистую.

Ключевые слова: активность липазы, референтная величина, семена подсолнечника, токсиколого-биохимиче-
ская модель
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Abstract. The development of organic agricultural markets is associated with a number of difficulties, including the 
lack of theoretical and practical knowledge in the field of organic farming. The application of enzymatic biotests in the 
toxicological and biochemical monitoring of agricultural products seems to be a promising direction. In this work, we 
develop a toxicological and biochemical model for assessing the ecological quality of agricultural products on the example 
of oilseed crops. The developed unified model includes a test-object, which is standardized according to the key physical 
and chemical parameters, a test-marker and a test-reaction, as well as a qualitative assessment technique. The latter is 
based on criteria for evaluating the impact of environmental factors in accordance with the selected detection methods. 
The developed model was tested on sunflower seeds. For lipase, which was established to be an organ-specific enzyme, 
the optimum conditions for a test reaction were determined, as well as the nature and conditions of the influence of 
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ВВЕДЕНИЕ
Продвижение идей здорового питания среди населе-

ния всех развитых стран является современной тенден-
цией и активно поддерживается не только государством, 
но и бизнесом, наукой, производством, а также самими 
потребителями. В качестве нового вектора устойчивого 
развития страны в последние годы выступает зеленая 
экономика [1, 2], направленная на производство эко-
логически чистой и безопасной продукции, являющейся 
основой для обеспечения здоровья населения [3–6]. 
В официальном документе под названием «Основы го-
сударственной политики в области экологического раз-
вития Российской Федерации на период до 2030 года», 
утвержденном Президентом Российской Федерации  
30 апреля 2012 года, в качестве одной из приоритет-
ных задач намечено формирование рынка экологичной 
продукции, технологий и оборудования, позволяющего 
производить экологически чистую продукцию. Однако 
переход на такого рода производство, несмотря на ра-
стущий спрос, сопряжен с целым рядом трудностей, свя-
занных не только с недостаточностью знаний и практи-
ческой подготовки в области экологического сельского 
хозяйства, но и с необходимостью совершенствования 
и развития методологической базы для оценки соответ-
ствия показателей качества пищевой продукции [7, 8], 
что особенно подчеркивается в «Стратегии повышения 
качества пищевой продукции в Российской Федерации 
до 2030 года», принятой Распоряжением Правитель-
ства РФ от 29 июня 2016 года № 1364-р. В системе 
экологического мониторинга объектов окружающей 
среды (воды, почвы, воздуха) для комплексной оценки 
экологической безопасности наработан определенный 
опыт использования различных биотестов (биомарке-
ров), основанных на ферментативных реакциях [9–12], 
в то же время такой методологический подход для сель-
скохозяйственного сырья практически не применяется. 
Вместе с тем использование ферментативных методов 
в токсиколого-биохимическом мониторинге является 
одним из наиболее перспективных направлений бла-
годаря высокой каталитической активности и специ-
фичности действия биокатализаторов. Изменение фер-
ментативной активности представляет собой ключевой 
сигнал в комплексе реакций живых организмов в ответ 
на воздействие химических загрязнителей различной 
природы [13].

Целью работы явилась разработка токсиколо-

го-биохимической модели оценки экологической чи-
стоты сельскохозяйственной продукции на примере 
масличных культур.

Под предлагаемым нами термином «токсиколо-
го-биохимическая модель» (ТБМ) оценки экологи-
ческой чистоты сельскохозяйственной продукции 
понимается единая система, включающая тест-объ-
ект, стандартизованный по ключевым физико-хими-
ческим показателям, тест-маркер и тест-реакцию, а 
также методику выполнения качественной оценки, 
имеющую свой критериальный аппарат оценки воз-
действия факторов среды в соответствии с выбран-
ными методами детекции.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Тест-объектом выступили семена подсолнечника 

(n = 75) из коллекции Всероссийского научно-исследо-
вательского института масличных культур им. В.С. Пу-
стовойта, представленные следующими сортами: Оре-
шек, СПК, Юбилейный-60, Лакомка, Пионер, пробы 
с реперных точек агрохимцентра Республики Адыгея, 
заводские смеси, а также подсолнечник, выращенный 
на почве, пригодной для посадки однолетних маслич-
ных культур без применения химической обработки 
для борьбы с сорняками, вредителями и без внесе-
ния синтетических удобрений. Отбор проб проводили 
по ГОСТ 10852-86 в период с 2016 по 2019 гг. Оценку 
основных физико-химических показателей качества 
и безопасности семян подсолнечника проводили со-
гласно следующим нормативным документам: кислот-
ное число – по ГОСТ 10858-77, влажность – по ГОСТ 
10856-96, масличная и сорная примесь – по ГОСТ 
10854-2015, засоренность вредителями – по ГОСТ 
10853-88, тяжелые металлы – по МУК 4.1.986-00 для 
кадмия и свинца, МУК 4.1.1472-2003 для ртути, ГОСТ Р 
51766-2001 для мышьяка, пестициды – по МУК 6129-
91, афлатоксин В1 – по ГОСТ 31748-2012. Активность 
липазы определяли общепринятым титриметрическим 
методом [14]. 

Определение тяжелых металлов проводили на при-
боре Квант-Z.ЭТА (ООО «Кортэк», Россия), пестициды и 
микотоксины – на приборе Agilent 1260 Infinity (Agilent 
Technologies Inc., США).

Контаминацию ядер семян подсолнечника тяже-
лыми металлами в модельных условиях осуществляли 
аликвотами водных растворов (5 мл) хлоридов ртути, 

test subjects. A method for determining the ecological quality of sunflower seeds based on changes in the activity of the 
organ-specific enzyme in comparison with the reference value was developed. The main analytical characteristics of the 
method were determined. The proposed model is characterized by a number of innovative features. Among them are the 
use of the object under study (an entire plant, seeds, fruits, etc.) as a test-object containing a test-marker with a specific 
test reaction; introduction of the ‘reference value’ concept into the field of toxicological and biochemical assessment of 
agricultural products; introduction of the indicator ‘the dynamics of the activity of an organ-specific enzyme’ relative to the 
reference value, which allows products to be characterized in terms of their ecological purity.

Keywords: lipase activity, reference value, sunflower seeds, toxicological and biochemical model
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свинца, кадмия и мышьяка на уровне 0,5; 1,0; 2,0 и 
4,0 предельно допустимых концентраций (ПДК) и их 
сочетаниями. Согласно ТР ТС 015/2011, ПДК свинца в 
семенах подсолнечника составляет 1,0 мг/кг, мышья-
ка – 0,3 мг/кг, ртути – 0,05 мг/кг, кадмия – 0,1 мг/кг.

Сообразно цели исследования и в соответствии с 
критериями ГОСТ 22391-2015 пробы семян подсол-
нечника были разделены на две группы: высококаче-
ственные (ВКСП) и экологически чистые (ЭЧСП). Кри-
териями включения в группу ВКСП явились следующие 
параметры: влажность – не менее 6,5% и не более 8%; 
кислотное число – не более 0,8 мг КОН; сорная и мас-
личная примеси – не более 1,5 и 3,5% соответственно; 
отсутствие пестицидов, радионуклидов, микотоксинов; 
уровень контаминации тяжелыми металлами не пре-
вышает 0,25 ПДК по каждому элементу. В группу ЭЧСП 
включены семена с такими же показателями качества 
и безопасности, но выращенные на экологически чи-
стой территории без применения пестицидов.

За окончательный результат в расчетах принимали 

среднее арифметическое значение результатов пяти 
измерений, полученных в условиях повторяемости. 
Проверку дисперсии на однородность, статистические 
разбросы метода выполняли по критерию Фишера 
c использованием программного обеспечения Excel 
2016 и Statistica 6.1. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
ТБМ оценки экологической чистоты сельскохозяй-

ственной продукции включает в себя 7 этапов (рис. 1). 
I этап. Выбор анализируемого объекта и тест-объ-

екта. В качестве анализируемого объекта выбраны 
семена масличных культур, в частности семена под-
солнечника, как основное сырье для получения рас-
тительного масла, выступающего в качестве одного из 
ключевых компонентов здорового питания [15]. Вы-
бор семян подсолнечника основывается на широкой 
распространенности данной культуры во многих реги-
онах Российской Федерации, в том числе Республики 
Адыгея (рис. 2). 

Рис. 1. Токсиколого-биохимическая модель оценки экологической чистоты сельскохозяйственного сырья

Fig. 1. Toxicological and biochemical model for assessing the ecological purity of agricultural raw materials

Рис. 2. Корреляция показателей валовых сборов, посевных площадей и урожайности подсолнечника в России  
в 2001–2021 гг.1 (а); динамика роста посевных площадей в Республике Адыгея в 2021–2022 гг.2 (b)

Fig. 2. Correlation of gross yields, cultivated areas and sunflower yield in Russia в 2001–2021 (а); growth dynamics  
of cultivated areas in the Republic of Adygea in в 2021–2022 (b)
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Уникальные биохимические свойства семян, которые на протяжении определенного времени 
сохраняют ключевые свойства живых объектов, позволяют рассматривать их не только как 
анализируемый объект, но и в качестве релевантных тест-объектов для оценки химического 
воздействия в экотоксикологии и биотестировании. Под термином «тест-объект» мы понимаем 
объект, обладающий чувствительностью к определенному фактору внешней среды либо к их 
комплексу, проявляющий достоверно измеряемую тест-реакцию. Выбранный нами тест-объект 
работает по аналогии с синтетическими биосенсорами, которые сохраняют селективность 
биорецептора к специфичному целевому аналиту даже при наличии других веществ в пробе [13]. 

II этап. Выбор тест-маркера со специфической тест-реакцией. Важнейшим условием при 
использовании того или иного тест-объекта является подбор специфичного и чувствительного 
биомаркера (тест-маркера). Под тест-маркером понимается органоспецифический фермент, 
характерный для тест-объекта, позволяющий оценить характер взаимодействия между 
биологической системой и фактором внешней среды (химическим, физическим или биологическим), а 
его функциональной характеристикой является способность к формированию специфического 
«ответа» на биохимическом уровне, который может обеспечить прямое доказательство воздействия 
стрессового фактора посредством тест-реакции. Важным параметром тест-реакции является 
возможность ее определения количественными методами, не требующими дорогого оборудования, 
реактивов и больших временных затрат. В предлагаемой нами модели тест-маркером выступает 
липаза, а тест-реакцией – динамика изменения активности липазы в условиях in situ в ответ на 
воздействие тест-субъекта.   

Выбор тест-маркера основывался на мета-анализе научных данных о ферментных системах 
семян масличных культур, который показал, что при хранении и переработке семян подсолнечника 
наиболее важными с точки зрения их влияния на качество получаемых продуктов являются 
гидролитические ферменты, в первую очередь липазы. Активность и характер действия липазы имеет 
большое значение как в процессе хранения, так и переработки масличных семян, поскольку липаза, 

                                                 
1Бюллетень «Валовые сборы и урожайность сельскохозяйственных культур в Российской Федерации в 
2021 году» // Федеральная служба государственной статистики [Электронный ресурс]. URL: 
https://rosstat.gov.ru/compendium/document/13277 (08.02.2023).  
2 В Адыгее посевы подсолнечника для производства растительного масла увеличили почти на 30% // ТАСС 
[Электронный ресурс]. URL: https://tass.ru/ekonomika/14961921 (08.02.2023).  
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Уникальные биохимические свойства семян, ко-
торые на протяжении определенного времени сохра-
няют ключевые свойства живых объектов, позволяют 
рассматривать их не только как анализируемый объ-
ект, но и в качестве релевантных тест-объектов для 
оценки химического воздействия в экотоксикологии 
и биотестировании. Под термином «тест-объект» мы 
понимаем объект, обладающий чувствительностью 
к определенному фактору внешней среды либо к их 
комплексу, проявляющий достоверно измеряемую 
тест-реакцию. Выбранный нами тест-объект рабо-
тает по аналогии с синтетическими биосенсорами, 
которые сохраняют селективность биорецептора к 
специфичному целевому аналиту даже при наличии 
других веществ в пробе [13].

II этап. Выбор тест-маркера со специфической 
тест-реакцией. Важнейшим условием при исполь-
зовании того или иного тест-объекта является под-
бор специфичного и чувствительного биомаркера 
(тест-маркера). Под тест-маркером понимается 
органоспецифический фермент, характерный для 
тест-объекта, позволяющий оценить характер взаи-
модействия между биологической системой и фак-
тором внешней среды (химическим, физическим 
или биологическим), а его функциональной харак-
теристикой является способность к формированию 
специфического «ответа» на биохимическом уров-
не, который может обеспечить прямое доказатель-
ство воздействия стрессового фактора посредством 
тест-реакции. Важным параметром тест-реакции 
является возможность ее определения количествен-
ными методами, не требующими дорогого оборудо-
вания, реактивов и больших временных затрат. В 
предлагаемой нами модели тест-маркером выступа-
ет липаза, а тест-реакцией – динамика изменения 
активности липазы в условиях in situ в ответ на воз-
действие тест-субъекта.  

Выбор тест-маркера основывался на мета-ана-
лизе научных данных о ферментных системах семян 

масличных культур, который показал, что при хране-
нии и переработке семян подсолнечника наиболее 
важными с точки зрения их влияния на качество 
получаемых продуктов являются гидролитические 
ферменты, в первую очередь липазы. Активность 
и характер действия липазы имеет большое значе-
ние как в процессе хранения, так и переработки 
масличных семян, поскольку липаза, расщепляя 
триацилглицеролы, может привести к увеличению 
показателей кислотного числа масла в семенах, со-
кращению сроков хранения и ухудшению качества 
сырья [16].

III этап. Установление оптимальных условий 
протекания тест-реакции. Поскольку выбранный 
тест-маркер представляет собой сложно устроенную 
биологическую систему, то протекание тест-реакции 
будет зависеть от целого ряда факторов. Для семян 
сельскохозяйственных культур они определены, на-
учно обоснованы и регламентированы в соответ-
ствующих нормативных документах. Так, важнейши-
ми физико-химическими показателями для семян 
подсолнечника являются влажность, кислотное чис-
ло, перекисное число, сорная и масличная примеси, 
засоренность вредителями. На основании проведен-
ных нами исследований выявлена следующая зако-
номерность: в семенах подсолнечника с влажностью 
не более 7,5% и масличной примесью не более 2,5% 
в течение месяца исходная активность липазы и кис-
лотное число остаются стабильными (рис. 3). 

При увеличении влажности на фоне засоренности 
масличной примесью более 2,5% активизируются 
гидролитические процессы и возрастает кислотное 
число тем больше, чем выше уровень влажности и 
масличной примеси. Установлено, что активность ли-
пазы находится в тесной обратно пропорциональной 
корреляционной зависимости от уровня масличной 
примеси и влажности, о чем свидетельствуют вели-
чины коэффициентов корреляции r = -0,96 и r = -0,90 
соответственно.

Рис. 3. Динамика активности липазы в семенах подсолнечника с различной масличной примесью в зависимости  
от продолжительности хранения и влажности: a – при 2,5%; b – при 7,5%

Fig. 3. Relationship between lipase activity in sunflower seeds with various oilseeds and storage duration and humidity:  
a – at 2.5%; b – at 7.5%
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IV этап. Выбор тест-субъекта. В токсиколого- 
экологических исследованиях в качестве тест-субъ-
екта принято выделять внешнее воздействие, об-
условленное влиянием разного рода поллютан-
тов, способных вызвать индикаторную реакцию с 
тест-маркером [17]. Наиболее активные и распро-
страненные загрязняющие агенты установлены и 
регламентированы в разделе показателей безо-
пасности по каждому виду сельскохозяйственной 
продукции. Тест-субъектами для семян масличных 
культур являются тяжелые металлы, микотоксины 
и пестициды. Анализ литературных данных, а также 
наши исследования показывают, что на выбранный 
нами тест-маркер наибольшее влияние оказывают 
тяжелые металлы, что связано с их способностью 
блокировать сульфгидрильные группы, находящие-
ся в активном центре фермента, и, как следствие, 
подавлять липолитическую активность. В наших 
исследованиях, проведенных в модельных услови-
ях, токсичные элементы, такие как Pb, Hg, As, Cd, в 
концентрациях от 1,0 ПДК и выше показали обрат-
но пропорциональную зависимость между содер-
жанием токсичных элементов и активностью липа-
зы с наибольшим ингибирующим эффектом ионов 
Нg++ [18]. Также установлено, что липаза дает вы-
раженную тест-реакцию при суммарном содержа-
нии нескольких тяжелых металлов на уровне менее  
1,0 ПДК. Так, суммарное присутствие в модельной 
пробе 2-х различных исследуемых металлов на уров-
не менее 0,5 ПДК каждого в большинстве случаев 
оказывает синергетический ингибирующей эффект 
на липазу в широком диапазоне (от 30 до 95% в за-
висимости от типа сочетаний ионов) [18] (рис. 4). 

Проведенные ранее исследования показыва-
ют, что при инфицировании плесневым грибом 
Aspergillus flavus, продуцирующим афлатоксины, 
происходит активизация липолитических процессов 
в семенах масличных культур преимущественно 
за счет продуцируемой грибным мицелием липа-
зы, активность которой начинает превышать соб-
ственную липолитическую активность семян, что 

приводит к быстрому росту кислотного числа масла 
[19–21]. В нашем примере эффект действия данно-
го тест-субъекта выявляется на этапе установления 
физико-химических показателей качества маслич-
ного сырья, и такие пробы квалифицируются как 
нестандартные.

В соответствии с нормативными документами в 
семенах подсолнечника нормируется содержание пе-
стицидов как запрещенных к применению (ГХЦГ, ДДТ  
и их изомеры), так и целого ряда разрешенных к 
применению пестицидов нового поколения [22, 23].  
Определение остаточного количества пестицидов 
является одной из самых сложных аналитических за-
дач в контроле экологической безопасности сельско-
хозяйственной продукции, что обусловлено рядом 
причин: 

– большой и ежегодно расширяющийся ассор-
тимент пестицидов (более 1000 наименований), 
каждый из которых имеет свои физико-химические 
свойства и токсикологические характеристики, тре-
бующие постоянного обновления, усовершенство-
вания и оптимизации методов исследования; 

– лаборатории, осуществляющие контроль за 
содержанием остаточных количеств пестицидов, 
оснащены оборудованием, позволяющим прово-
дить исследования по принципу «вопрос-ответ», т.е. 
определяется конкретный пестицид. Таким обра-
зом, отсутствие полной и достоверной информации 
в сопроводительных документах об их применении, 
проведение дорогостоящих инструментальных ис-
следований становится бессмысленным и неинфор-
мативным.

В предлагаемой нами модели важная задача – 
установить, какие из пестицидов могут повлиять на 
тест-объект, в соответствии с этим подбирается чув-
ствительный тест-маркер. Для масличных культур 
среди всего многообразия пестицидов использова-
ние десикантов создает наибольший риск контакта с 
тест-маркером, поскольку их применение проводит-
ся в период физической спелости семян. Нами было 
установлено, что в семенах подсолнечника, подвер-

Рис. 4. Динамика активности липазы в зависимости от сочетаний токсичных элементов (а) и концентрации металла (b)

Fig. 4. Relationship between lipase activity and combinations of toxic elements (a) and metal concentration (b)
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на тест-объект, в соответствии с этим подбирается чувствительный тест-маркер. Для масличных 
культур среди всего многообразия пестицидов использование десикантов создает наибольший риск 
контакта с тест-маркером, поскольку их применение проводится в период физической спелости 
семян. Нами было установлено, что в семенах подсолнечника, подвергнутых десикации глифосатом, 
активность липазы оказалась на уровне 10,6±0,3 мл КОН/10 г за 1 ч (таблица).  
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гнутых десикации глифосатом, активность липазы 
оказалась на уровне 10,6±0,3 мл КОН/10 г за 1 ч 
(таблица). 

Как видно из таблицы, у семян, обработанных гли-
фосатом, активность липазы и кислотное число суще-
ственно ниже, чем у семян, не подвергнутых десика-
ции, в 1,7 и 3,8 раз соответственно, что может быть 
связано с тем, что в недозрелом обработанном подсо-
лнечнике еще не завершились анаболические процес-
сы, в том числе синтез органоспецифических фермен-
тов и нейтрального жира.

V этап. Установление референтной величины актив-
ности тест-маркера. В качестве специфического крите-
рия оценки сельскохозяйственного сырья как экологи-
чески чистого мы предлагаем ввести новый показатель 
– «референтная величина активности тест-маркера». По 
аналогии с подходами, принятыми в клинической био-
химии для оценки состояния живых организмов [24], 
понятие референтной величины экстраполировано 
на значения маркерного органоспецифического фер-
мента, характеризующего высокий уровень качества 
и безопасности тест-объекта, т.е. «здоровья», тест-объ-
ект рассматривается как «живой организм», в котором 
продолжают осуществляться биохимические процессы, 
напрямую влияющие на качественные показатели и 
функциональное состояние семян. 

Показатель «референтная величина» впервые экс-
периментально рассчитан и применен по отношению 
к растительному ферменту. Установление референт-
ной величины активности липазы проводили на груп-
пах ВКСП и ЭЧСП, соответствующих критериям ГОСТ 
22391-89 и имеющих дополнительные ограничения 
по содержанию токсичных элементов и кислотному 
числу. На основании анализа полученных результатов 
было установлено значение референтной величины 
активности липазы в виде референтного предела не 
менее 15,2 мл КОН/10 г за 1 ч [25]. 

VI этап. Разработка биохимического метода оцен-
ки экологической чистоты сельскохозяйственной про-
дукции. На основе установленного референтного пре-
дела для изучаемого тест-маркера на данном этапе 
предполагается разработка методики оценки экологи-
ческой безопасности сельскохозяйственного сырья. В 
нашем примере в качестве такого метода выступает 
определение активности собственной липазы in situ 
(АСЛ-метод), т.е. установление уровня контаминации 
семян подсолнечника поллютантами, основанное на 
сопоставлении активности тест-маркера в сравнении с 
установленным значением референтного предела, т.е. 
по степени и характеру изменения активности липазы 
судят об уровне внешнего воздействия на тест-объект 
[26]. 

VII этап. Оценка критериальной валидности метода. 

На данном этапе проводится оценка аналитических 
характеристик метода и проверка валидности. Апро-
бация АСЛ-метода проводилась на заводских смесях 
семян подсолнечника, прошедших определение фи-
зико-химических показателей: кислотного числа, влаж-
ности, сорной и масличной примеси. После оценки 
содержания уровня токсичных веществ АСЛ-методом в 
тех же пробах проводили количественное определение 
тяжелых металлов, пестицидов и микотоксинов, пред-
усмотренных нормативными документами.

Полученные результаты подвергали анализу путем 
расчета аналитических характеристик: аналитическая 
чувствительность, аналитическая специфичность, 
предсказательная ценность отрицательного результа-
та, предсказательная ценность положительного резуль-
тата. Метрологический анализ показал, что АСЛ-метод 
характеризуется высокими показателями аналитиче-
ской чувствительности и предсказательной ценности 
отрицательного результата (86,2 и 89,5%), что позво-
ляет рекомендовать метод для скрининговых исследо-
ваний. Относительная погрешность метода составляет 
±10,6%, погрешность сходимости – 14,8%. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Скрининговая интегральная оценка экологической 

чистоты семян масличных культур на основании ТБМ 
не заменяет количественный химический анализ, но су-
щественно его дополняет и может его предварять благо-
даря низкой стоимости, получению быстрого ответа на 
токсическое воздействие, возможности оценки большо-
го числа проб, простоты лабораторного оборудования, 
работы с небольшими объемами проб, портативности, 
а также возможности большого выбора тест-объектов.

Предлагаемая нами ТБМ оценки экологической чи-
стоты сельскохозяйственной продукции включает ряд 
инновационных подходов: 

– оценка влияния негативных экологических фак-
торов на объекты окружающей среды, в частности на 
воду, почву и др. (исследуемые объекты), предполага-
ет использование или тест-объекта, или выделенного 
тест-маркера со специфической тест-реакцией. В на-
шем случае, когда речь идет об оценке экологической 
чистоты сельскохозяйственной продукции, исследуе-
мый объект (целостное растение, семена, плоды и т.д.) 
сам выступает в качестве тест-объекта, содержащего 
тест-маркер со специфической тест-реакцией;

– экстраполяция понятия «референтная величина» 
из предметной области клинической биохимии в об-
ласть токсиколого-биохимической оценки безопасно-
сти пищевого сырья;

– введение показателя «динамика изменения актив-
ности органоспецифического фермента» относительно 
референтной величины, характеризующего продукцию 
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как экологически чистую, и разработка экспресс-мето-
да определения данного показателя, основанного на 
регистрации тест-реакции количественным методом, 

не требующим дорогого оборудования, реактивов и 
больших временных затрат. 
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Аннотация. В статье рассматривается структура и сорбционная активность коры лиственницы после об-
работки зелеными реагентами. Целью данного исследования является получение сорбентов из коры ли-
ственницы путем обработки химическими методами. Проведено сравнение влияния нетоксичных и ма-
лотоксичных экстрагентов и реагентов, таких как вода, гексан, этанол и пероксид водорода, на структу-
ру, сорбционные свойства обработанной коры, а также на состав выделяемых экстрактивных веществ. 
Установлено, что в процессе экстракции коры происходит трансформация основных ее компонентов, что 
приводит к формированию упорядоченных структур дальнего порядка. Наибольшие структурные изме-
нения наблюдаются для коры, обработанной последовательно этанолом и пероксидом водорода, в ос-
новном за счет разложения гемицеллюлоз. Выявлено, что обработка коры таким способом способствует 
формированию мезопористой структуры. Сорбционная активность обработанной коры по метиленовому 
синему повышается в 6,5 раз по сравнению с сорбционной активностью исходной коры. Исследования 
экстрактивных веществ методами ИК-спектроскопии и ГХ-МС показали близкий состав экстрактов коры 
лиственницы, полученных при водной и этанольной обработках, которые содержат в основном фенольные 
и спиртовые соединения. Этанол-пероксидный раствор помимо них содержит сложные эфиры и произво-
дные карбоновых кислот. Выявлено, что гексановый экстракт коры лиственницы имеет в своем составе 
в основном терпены и их производные, которые широко применяются в качестве ценных компонентов в 
медицине и имеют большой потенциал как источник биосырья для зеленых полимеров. 
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Abstract. The paper describes the structure and sorption activity of larch bark following treatment with 
green reagents. The aim was to obtain sorbents from larch bark by means of chemical treatment. The study 
compared the effect of non-toxic and low-toxic extraction agents and reagents, such as water, hexane, 
ethanol and hydrogen peroxide, on the structure, sorption properties of the treated bark, as well as on the 
composition of the extracted substances. It was established that the process of bark extraction involves 
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ВВЕДЕНИЕ
Кора лиственницы является многотоннажным и 

малоутилизируемым отходом лесоперерабатываю-
щей промышленности [1, 2]. Несмотря на богатый 
химический состав лиственничной коры, в которой 
содержатся таннины, камеди, пектины, липиды 
и другие ценные экстрактивные вещества [3, 4], 
большая ее часть уходит в отходы, создавая серьез-
ные проблемы пожароопасности и загрязнения 
окружающей среды [5, 6]. По этой причине актуа-
лен поиск способов химической переработки коры 
лиственницы в востребованные продукты. 

При создании новых экстракционных методов 
переработки коры основное внимание уделяет-
ся повышению выходов экстрагируемых веществ 
и регулированию их состава [7–9]. В то же вре-
мя изучение трансформации структуры коры под 
действием различных растворителей позволяет 
не только целенаправленно осуществлять выде-
ление определенных компонентов экстрактивных 
веществ, но и регулировать характер пористой 
структуры проэкстрагированного остатка. Целе-
направленное управление морфологией отрабо-
танной коры дает потенциальную возможность ее 
использования в качестве возобновляемого сырья 
для получения сорбентов и композиционных мате-
риалов [10–12]. 

Известно, что для извлечения экстрактивных ве-
ществ используют широкий спектр растворителей, 
включая достаточно токсичные реагенты (диэти-
ловый эфир, хлороформ, толуол и другие) [13–15]. 
Поэтому интерес представляет исследование вли-
яния нетоксичных и малотоксичных растворите-
лей и реагентов (вода, этанол, гексан и пероксид 
водорода) на трансформацию структуры коры и 
состав экстрагированных веществ. На наш взгляд, 
сравнительный комплексный анализ структурных 

характеристик коры, экстрагированной различны-
ми растворителями с использованием различных 
методик, и состава полученных экстрактов позво-
лит разработать оптимальные методики экстракции 
коры лиственницы.

Цель настоящей работы – установить состав, 
строение и сорбционную активность отработанной 
коры лиственницы, а также состав экстрактивных 
веществ при использовании нетоксичных (вода) и 
малотоксичных растворителей и реагентов (гексан, 
этанол, пероксид водорода).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В качестве исходного сырья использовали из-

мельченную (фракция менее 2 мм) кору листвен-
ницы сибирской (Larix sibirica Ledeb.). Материал 
выдерживали в дистиллированной воде в течение 
одних суток и затем сушили при температуре 80 °С. 

Гексановый экстракт из коры выделяли следу-
ющим образом: измельченную кору и гексан (х.ч., 
ЗАО «Химреактивснаб», Россия) в весовом отно-
шении 1:10 загружали в колбу, снабженную обрат-
ным холодильником, и кипятили в течение 2–3 ч 
на водяной бане с последующим фильтрованием. 
Отфильтрованную кору сушили до постоянного веса 
при температуре 80 °С. 

Этанольная обработка включала предвари-
тельное обессмоливание опилок коры гексаном, 
кипячение обессмоленной коры в 96%-м этаноле 
(весовое отношение 1:10) в течение 3 ч на водя-
ной бане и последующее фильтрование. Твердый 
остаток коры промывали дистиллированной водой 
до нейтральной реакции и высушивали до постоян-
ного веса при температуре 50 °C. 

Обработку проэкстрагированной коры листвен-
ницы пероксидом водорода осуществляли в метал-
лическом реакторе объемом 2000 мл. В реактор 

the transformation of its main components, leading to the formation of long-range ordered structures. The 
greatest structural changes were observed for the bark treated consecutively with ethanol and hydrogen 
peroxide, mainly due to the decomposition of hemicelluloses. Such treatment of the bark was revealed to 
contribute to the formation of a mesoporous structure. The methylene blue sorption of the treated bark is 
6.5 times higher than that of the original bark. Studies of extracted substances using IR spectroscopy and GC-
MS showed a similar composition of larch bark extracts obtained by aqueous and ethanol treatment, which 
contain mainly phenolic and alcohol compounds. In addition, the ethanol-peroxide solution contains esters 
and carboxylic acid derivatives. The hexane extract of larch bark was found to contain mainly terpenes and 
their derivatives, which are widely used as valuable components in medicine and have great potential as a 
source of biomaterials for green polymers. 

Keywords: larch bark, extraction, structure, composition, sorption activity
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загружали 1000 г проэкстрагированной этанолом 
коры лиственницы, добавляли 1500 мл 35%-го пе-
роксида водорода, 100 мл 98%-й серной кислоты 
и 3400 мл воды. Полученную смесь нагревали при 
перемешивании до температуры 80 °C и выдер-
живали при этой температуре в течение 2-х ч. Кору 
отфильтровывали, промывали дистиллированной 
водой до нейтральной реакции и высушивали до 
постоянного веса при температуре 50 °C. 

Для дальнейшего исследования использовали 
следующие образцы коры лиственницы (КЛ): по-
сле водной обработки (КЛ-Н2О); после обработки 
гексаном (КЛ-С6Н14); после обработки этанолом  
(КЛ-С2Н5ОН); после обработки этанолом и перокси-
дом водорода (КЛ-С2Н5ОН-Н2О2).

Содержание целлюлозы, лигнина и гемицел-
люлоз в исходной и обработанной коре определяли 
согласно методике [16].

Образцы коры и высушенных экстрактов иссле-
дованы с помощью ИК-спектроскопии. Для съемки 
ИК-спектров готовили таблетки в матрице броми-
стого калия. Условия приготовления образцов (вре-
мя перемешивания с бромистым калием, давление 
прессования, время вакуумирования) одинаковы. 
Регистрацию ИК-спектров образцов осуществляли с 
использованием ИК-Фурье спектрометра Tensor 27  
(Bruker, Германия) в области 4000–400 см-1 (раз-
решение 4 см-1, количество сканов 50). Обработка 
спектральной информации проведена с помощью 
программы OPUS 5.0.

Идентификацию кристаллических фаз в образ-
цах проводили на основе анализа дифракционной 
картины, регистрируемой дифрактометром ДРОН-3 
(АО «Буревестник», Россия). 

Морфологию поверхности изучали на сканирую-
щем электронном микроскопе Hitachi TM4000 Plus 
(Hitachi, Япония) с приставкой для энергодисперси-
онного микроанализа, предназначенного для изме-
рений линейных размеров элементов микрорелье-
фа и электронно-зондового рентгеноспектрального 
качественного и количественного микроанализа 
состава образца. Наблюдения тонкой структуры по-
верхности образца проводили за счет увеличения и 
отображения на экране информации, полученной в 
обратнорассеянных и вторичных электронах. 

Адсорбционную активность образцов опреде-
ляли по сорбции йода1 и по сорбции метиленового 
синего2. 

Высушенный гексановый экстракт анализиро-
вали на газовом хроматографе Agilent 7890A с ква-
друпольным масс-детектором Agilent 7000A (Agilent 
Technologies, США) с использованием капилляр-
ной колонки HP-5ms 30 м × 0,25 мм × 0,25 мкм  
в токе гелия (VHe = 1 см3/мин). Температурная про-
грамма: начальная температура колонки – 50 °С, 
изотерма в течение 2-х мин, скорость подъема –  
4 °С/мин до 300 °С и выдержка при конечной тем-
пературе 5 мин. В качестве растворителя исполь-
зован гексан. Весовое отношение сухой экстракт к 
растворителю 1:100. Идентификацию соединений 

проводили на основе сравнения масс-спектров с 
использованием библиотеки NIST MS Search 2.3, а 
также атласа масс-спектров и линейных индексов 
удерживания. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Химический анализ исходной и обработанной 

коры лиственницы (табл. 1) показал, что заметное 
изменение состава основных компонентов коры 
происходит после ее последовательной обработки 
этанолом и пероксидом водорода: содержание цел-
люлозы и лигнина повышается примерно на 10%, 
а содержание гемицеллюлоз уменьшается на 20%. 

Таблица 1. Содержание лигнина, целлюлозы  
и гемицеллюлоз в исходной и обработанной коре 
лиственницы
Table 1. Content of lignin, cellulose and hemicelluloses 
in the original and treated larch bark

Образец
Химический состав, масс.%

Целлюлоза Лигнин Гемицеллюлозы

КЛ 27,6 30,6 24,1
КЛ-Н2О 27,3 31,1 23,8
КЛ-С6Н14 27,9 31,1 24,3
КЛ-С2Н5ОН 27,7 30,2 24,3
КЛ-С2Н5ОН-Н2О2 30,1 35,3 17,5

СЭМ-изображения исходной коры после ее экс-
тракции, представленные на рис. 1, характеризуют 
текстуру обработанной коры как более рыхлую, пори-
стую по сравнению с необработанной корой. 

При рентгенографических исследованиях образ-
цов на дифрактограммах (рис. 2) появляются харак-
терные дифракционные максимумы в области углов 
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Рис. 1. СЭМ-изображения образцов исходной коры (а), после ее экстракции водой (b), гексаном (c) и 
смесью этанола с пероксидом водорода (d) 
Fig. 1. SEM images of the initial bark (a), after bark extraction with water (b), hexane (c), and the mixture of 
ethanol and hydrogen peroxide (d)  
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Рис. 1. СЭМ-изображения образцов исходной коры (а), 
после ее экстракции водой (b), гексаном (c) и смесью 
этанола с пероксидом водорода (d)

Fig. 1. SEM images of the initial bark (a), after bark 
extraction with water (b), hexane (c), and the mixture  
of ethanol and hydrogen peroxide (d) 
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1ГОСТ 33618-2015. Уголь активированный. Стандартный метод определения йодного числа. М.: Стандартинформ, 2019. 9 с.
2ГОСТ 4453-74. Уголь активный осветляющий древесный порошкообразный. М.: Изд-во стандартов, 1993. 22 с.
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рассеяния 2θ 15–16° и 22,5°, свидетельствующие 
о наличии аморфно-кристаллической структуры цел-
люлозы [17, 18]. Интенсивность основного рефлекса 
отражения (002) на дифрактограмме образца коры, 
экстрагированной гексаном, заметно ниже, чем в 
спектрах других образцов, что указывает на частич-
ную аморфитизацию структуры целлюлозы. 

Более того, в спектрах коры после ее экстракции 
наблюдается уменьшение межплоскостного расстоя-
ния кристаллической структуры целлюлозы, о чем сви-
детельствует смещение рефлекса отражения (002) в 
сторону больших углов, а наличие гало в малоугловой 
области (8–10°) в этих спектрах может быть связано 
с образованием кристаллоподобных структур дальнего 
порядка, имеющих большие межплоскостные расстоя-
ния. Отсутствие интенсивного рефлекса в направлении 
[101] на дифрактограмме образца КЛ-С2Н5ОН-Н2О2, 
определяющего линейные размеры и форму попереч-
ного сечения элементарных фибрилл кристаллической 
решетки целлюлозы, скорее всего, связано с глубоким 
разложением лигноцеллюлозной массы, особенно ге-
мицеллюлоз, под действием Н2О2. По мнению авторов 
работ [19, 20], пероксид водорода активно взаимодей-
ствует с боковой карбонильной группой и углерод-угле-
родной двойной связью в структуре гемицеллюлоз. 

Таким образом, в процессе экстракции коры про-
исходит «мягкая» трансформация структуры коры с 
формированием более упорядоченных структур даль-
него порядка. Наибольшая структурная трансформа-
ция характерна для образца, обработанного последо-
вательно этанолом и пероксидом водорода, за счет 
разложения гемицеллюлозных структур. 

Для детального описания функционального состава 
коры до и после экстракции водой, гексаном, этанолом 
и пероксидом водорода на рис. 3 представлены данные 
ИК спектрального анализа. В ИК-спектрах образцов 
коры лиственницы присутствуют полосы поглощения, 
характерные для целлюлозы, лигнина и гемицеллюлоз3 

[21]. Широкая полоса поглощения в области 3600 см-1 
связана с валентными колебаниями ОН-групп, вовле-
ченными в образование водородных связей. Полоса 
2900 см-1 относится к С–Н валентным колебаниям, а 
полоса при 1450 см-1 характеризует различные С–Н-ко-
лебания метильных, метиленовых, метоксильных групп 
лигнина, гемицеллюлоз и целлюлозы. Интенсивные по-
лосы при 1738, 1625 и 1125 cм-1 можно отнести к кар-
боксильным, карбонильным, ароматическим и сложно-
эфирным группам. 

Заметное уменьшение интенсивностей полос на-
блюдается при 1738 и 1625 cм-1 в спектрах коры после 
экстракции образцов водой и этанолом, что, по-видимо-
му, связано с селективным взаимодействием этих моле-
кул с карбоксильными, карбонильными и сложноэфир-
ными группами лигнина и гемицеллюлоз, приводящим 
к частичному удалению последних. Интересно отметить, 
что последовательная экстракция коры этанолом и пе-
роксидом водорода приводит к усилению в спектре по-
лосы при 1738 см-1, а также к проявлению типичных для 
целлюлозы полос при 898, 1625, 1370 и 1125 cм-1, что 
еще раз подтверждает существенное влияние перокси-
да водорода на основные компоненты коры. 

Общий характер спектров экстрактивных веществ 
(рис. 4) указывает на основное поглощение связанной 
ОН-группы в спирте и феноле (R–OH-групп). Интенсив-
ная полоса в области 3600–3000 см-1 характеризует 
наличие нескольких видов гидроксильных групп, вклю-
ченных в межмолекулярные водородные связи, и на-
личие полимерных ассоциатов. Интенсивная полоса 
в области 1600–1650 см-1 указывает на присутствие 
ароматических групп. Важно отметить, что интенсив-
ность полос поглощения в спектре этанольной фракции 
заметно выше, чем в спектре водного экстракта, что 
косвенно указывает на большее содержание спирто-
вых и фенольных соединений в растворе. 

Спектр этанол-пероксидной фракции заметно от-
личается от выше представленных. Помимо слабых 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
Рис. 2. Дифрактограммы исходной коры лиственницы и коры лиственницы после экстракции Н2О, 
С6Н14, С2Н5ОН, С2Н5ОН-Н2О2  
Fig. 2. X-ray diffraction patterns of the initial larch bark and after extraction with H2O, C6H14, C2H5OH, 
C2H5OH-H2O2  
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3 Базарнова Н.Г., Карпова Е.В., Катраков И.Б., Маркин В.И., Микушина И.В., Ольхов Ю.А. [и др.]. 
Методы исследования древесины и ее производных. Барнаул, 2002. 160 с. 
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Рис. 2. Дифрактограммы исходной коры лиственницы  
и коры лиственницы после экстракции Н2О, С6Н14, С2Н5ОН, 
С2Н5ОН-Н2О2 

Fig. 2. X-ray diffraction patterns of the initial larch bark  
and after extraction with H2O, C6H14, C2H5OH, C2H5OH-H2O2
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Рис. 3. ИК-спектры образцов коры лиственницы до и после экстракции реагентами (Н2О, С6Н14, 
С2Н5ОН и С2Н5ОН-Н2О2) 
Fig. 3. IR spectra larch bark before and after extraction with reagents (H2O, C6H14, C2H5OH and C2H5OH-
H2O2) 
 

Заметное уменьшение интенсивностей полос наблюдается при 1738 и 1625 cм-1 в спектрах 
коры после экстракции образцов водой и этанолом, что, по-видимому, связано с селективным 
взаимодействием этих молекул с карбоксильными, карбонильными и сложноэфирными группами 
лигнина и гемицеллюлоз, приводящим к частичному удалению последних. Интересно отметить, что 
последовательная экстракция коры этанолом и пероксидом водорода приводит к усилению в спектре 
полосы при 1738 см-1, а также к проявлению типичных для целлюлозы полос при 898, 1625, 1370 и 
1125 cм-1, что еще раз подтверждает существенное влияние пероксида водорода на основные 
компоненты коры.  

Общий характер спектров экстрактивных веществ (рис. 4) указывает на основное поглощение 
связанной ОН-группы в спирте и феноле (R–OH-групп). Интенсивная полоса в области 3600–3000 см-1 
характеризует наличие нескольких видов гидроксильных групп, включенных в межмолекулярные 
водородные связи, и наличие полимерных ассоциатов. Интенсивная полоса в области 1600–1650 см-1 

указывает на присутствие ароматических групп. Важно отметить, что интенсивность полос 
поглощения в спектре этанольной фракции заметно выше, чем в спектре водного экстракта, что 
косвенно указывает на большее содержание спиртовых и фенольных соединений в растворе.  

Спектр этанол-пероксидной фракции заметно отличается от выше представленных. Помимо 
слабых полос в области 3400–2900 см-1, наблюдаются интенсивные полосы 1717, 1136, 1024, 870 см-

1, которые характеризуют валентные колебания С=О в сложных эфирах, валентные колебания 
карбонильной группы, колебания гидроксильной группы и С–О-связей в карбоновых кислотах, т.е. 
окисление коры пероксидом водорода дает достаточно богатый состав экстракта. 

Таким образом, спектральная картина экстрактивных веществ показывает близкий состав 
экстрактов коры лиственницы, полученных при использовании водной и этанольной обработок, 
содержащих в основном фенольные и спиртовые соединения. Этанол-пероксидный экстракт помимо 
них содержит сложные эфиры и производные карбоновых кислот, что хорошо согласуется с 
функциональным составом экстрагированной коры.  
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Fig. 3. IR spectra larch bark before and after extraction with 
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полос в области 3400–2900 см-1, наблюдаются интен-
сивные полосы 1717, 1136, 1024, 870 см-1, которые 
характеризуют валентные колебания С=О в сложных 
эфирах, валентные колебания карбонильной группы, 
колебания гидроксильной группы и С–О-связей в кар-
боновых кислотах, т.е. окисление коры пероксидом 
водорода дает достаточно богатый состав экстракта.

Таким образом, спектральная картина экстрактивных 
веществ показывает близкий состав экстрактов коры ли-
ственницы, полученных при использовании водной и эта-
нольной обработок, содержащих в основном фенольные 
и спиртовые соединения. Этанол-пероксидный экстракт 
помимо них содержит сложные эфиры и производные 
карбоновых кислот, что хорошо согласуется с функцио-
нальным составом экстрагированной коры. 

Отдельно следует отметить, что ИК-спектры гек-
санового экстракта типичны для гексана, что не по-
зволяет выявить основные составляющие экстракта. 
Поэтому анализ состава этого экстракта проведен 
газохроматографическим методом. На рис. 5 пред-
ставлена хроматограмма, на которой выявлены 67 
соединений, содержащихся в гексановом экстракте. 
Основными соединениями являются терпены и их 
производные (табл. 2). 

Наибольшее содержание (59,4 отн.%) наблюда-
лось для дитерпенов и дитерпеноидов, из которых 

трициклические дитерпеновые кислоты состав-
ляют 13,6 отн.%, включая абиетиновую кислоту  
(12,9 отн.%). На долю тритерпеноидов приходится 
21,1 отн.%, причем основным соединением явля-
ется ситостенон – 9,2 отн.%. Помимо веществ тер-
пенового ряда, в экстрактах присутствуют длинно-
цепочечные кислоты и их эфиры (6,3 отн.%): паль-
митиновая кислота, этиловый эфир докозановой 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Рис. 4. ИК-спектры экстрактивных веществ, полученных при обработке коры лиственницы 
различными реагентами (Н2О, С6Н14, С2Н5ОН и С2Н5ОН-Н2О2) 
Fig. 4. IR spectra of extractives obtained by larch bark treating with various reagents (H2O, C6H14, C2H5OH 
and C2H5OH-H2O2) 
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Рис. 5. Хроматограмма гексанового экстракта коры лиственницы 
Fig. 5. Chromatogram of larch bark hexane extract 
 
Таблица 2. Состав гексанового экстракта, определенного методом ГХ-МС 
Table 2. Composition of hexane extract determined by GC-MS method 
 

Класс соединений  Содержание, отн.% 
Монотерпены и монотерпеноиды  7,0 
Дитерпены и дитерпеноиды  59,4 
Тритерпены и тритерпеноиды  21,1 
Итого:  87,5 
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Таблица 2. Состав гексанового экстракта, определенного 
методом ГХ-МС

Table 2. Composition of hexane extract determined by GC-MS 
method

Класс соединений Содержание, отн.%
Монотерпены и монотерпеноиды 7,0
Дитерпены и дитерпеноиды 59,4
Тритерпены и тритерпеноиды 21,1
Итого: 87,5

эфир докозановой кислоты, метиловый эфир тетракозановой кислоты и другие. Таким образом, 
состав гексановой фракции содержит терпены и их производные, которые применяются как основные 
компоненты смол, бальзамов, эфирных масел и т.п. [22]. 

Исходную и обработанную кору испытывали на сорбционную активность по йоду и 
метиленовому синему. Известно, что сорбция по йоду характеризует наличие микропор в образце, а 
сорбция по метиленовому синему в основном указывает на содержание мезопор.  

На рис. 6 приведены результаты сорбционной активности образцов исходной и обработанной 
коры. Сорбционная активность по йоду образцов коры лиственницы до и после экстракции 
достаточно высокая и составляет более 150 мг/г. Наиболее микропористыми являются образцы, 
обработанные гексаном, их сорбционная активность по йоду достигает 200 мг/г. Кора после 
экстракции проявляет заметную сорбционную активность по метиленовому синему по сравнению с 
необработанной корой. При этом максимальная сорбционная активность по метиленовому синему 
наблюдается для коры, полученной после экстракции этанолом и пероксидом водорода. Можно 
предположить, что формирование мезопористой структуры в основном связано с удалением 
гемицеллюлозных фрагментов, содержащихся в коре.  

 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Рис. 6. Сорбционная активность образцов коры лиственницы до и после экстракции водой, гексаном, 
этанолом и пероксидом водорода 
Fig. 6. Sorption activity of larch bark samples before and after extraction with water, hexane, ethanol, and 
hydrogen peroxide 

 
ВЫВОДЫ 
Показана возможность получения мезопористых сорбентов и ценных экстрактивных веществ 

путем обработки коры малотоксичными экстрагентами и реагентами. Установлено, что образованию 
мезопористой структуры наилучшим образом способствует последовательная экстракция коры 
этанолом и пероксидом водорода.  

Выявлены наиболее реакционноспособные функциональные группы в структуре коры, к 
которым относятся карбоксильные, карбонильные и сложноэфирные группы, содержащиеся в 
лигнине и гемицеллюлозах. Наиболее существенные изменения функционального состава коры и 
экстрактивных веществ наблюдаются при последовательной обработке этанолом и пероксидом 
водорода.  

С помощью газохроматографического анализа определен состав гексановой фракции, 
полученной из коры лиственницы, который содержит до 60 отн.% дитерпенов и дитерпеноидов.  
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эфир докозановой кислоты, метиловый эфир тетракозановой кислоты и другие. Таким образом, 
состав гексановой фракции содержит терпены и их производные, которые применяются как основные 
компоненты смол, бальзамов, эфирных масел и т.п. [22]. 

Исходную и обработанную кору испытывали на сорбционную активность по йоду и 
метиленовому синему. Известно, что сорбция по йоду характеризует наличие микропор в образце, а 
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Рис. 6. Сорбционная активность образцов коры лиственницы до и после экстракции водой, гексаном, 
этанолом и пероксидом водорода 
Fig. 6. Sorption activity of larch bark samples before and after extraction with water, hexane, ethanol, and 
hydrogen peroxide 

 
ВЫВОДЫ 
Показана возможность получения мезопористых сорбентов и ценных экстрактивных веществ 

путем обработки коры малотоксичными экстрагентами и реагентами. Установлено, что образованию 
мезопористой структуры наилучшим образом способствует последовательная экстракция коры 
этанолом и пероксидом водорода.  

Выявлены наиболее реакционноспособные функциональные группы в структуре коры, к 
которым относятся карбоксильные, карбонильные и сложноэфирные группы, содержащиеся в 
лигнине и гемицеллюлозах. Наиболее существенные изменения функционального состава коры и 
экстрактивных веществ наблюдаются при последовательной обработке этанолом и пероксидом 
водорода.  

С помощью газохроматографического анализа определен состав гексановой фракции, 
полученной из коры лиственницы, который содержит до 60 отн.% дитерпенов и дитерпеноидов.  
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Рис. 6. Сорбционная активность образцов коры 
лиственницы до и после экстракции водой, гексаном, 
этанолом и пероксидом водорода

Fig. 6. Sorption activity of larch bark samples before and after 
extraction with water, hexane, ethanol, and hydrogen peroxide
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кислоты, метиловый эфир тетракозановой кислоты 
и другие. Таким образом, состав гексановой фрак-
ции содержит терпены и их производные, которые 
применяются как основные компоненты смол, 
бальзамов, эфирных масел и т.п. [22].

Исходную и обработанную кору испытывали на 
сорбционную активность по йоду и метиленовому 
синему. Известно, что сорбция по йоду характери-
зует наличие микропор в образце, а сорбция по 
метиленовому синему в основном указывает на со-
держание мезопор. 

На рис. 6 приведены результаты сорбционной 
активности образцов исходной и обработанной 
коры. Сорбционная активность по йоду образцов 
коры лиственницы до и после экстракции достаточ-
но высокая и составляет более 150 мг/г. Наиболее 
микропористыми являются образцы, обработан-
ные гексаном, их сорбционная активность по йоду 
достигает 200 мг/г. Кора после экстракции про-
являет заметную сорбционную активность по ме-
тиленовому синему по сравнению с необработан-
ной корой. При этом максимальная сорбционная 
активность по метиленовому синему наблюдается 
для коры, полученной после экстракции этанолом 
и пероксидом водорода. Можно предположить, что 

формирование мезопористой структуры в основ-
ном связано с удалением гемицеллюлозных фраг-
ментов, содержащихся в коре. 

ВЫВОДЫ
Показана возможность получения мезопористых 

сорбентов и ценных экстрактивных веществ путем 
обработки коры малотоксичными экстрагентами и 
реагентами. Установлено, что образованию мезопо-
ристой структуры наилучшим образом способствует 
последовательная экстракция коры этанолом и пе-
роксидом водорода. 

Выявлены наиболее реакционноспособные функ-
циональные группы в структуре коры, к которым 
относятся карбоксильные, карбонильные и сложно-
эфирные группы, содержащиеся в лигнине и геми-
целлюлозах. Наиболее существенные изменения 
функционального состава коры и экстрактивных ве-
ществ наблюдаются при последовательной обработке 
этанолом и пероксидом водорода. 

С помощью газохроматографического анализа 
определен состав гексановой фракции, полученной 
из коры лиственницы, который содержит до 60 отн.% 
дитерпенов и дитерпеноидов. 
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Улучшение эксплуатационных свойств автобензинов  
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Аннотация. В последнее время наряду с ростом потребления автобензинов наблюдается тенденция к уже-
сточению эксплуатационных и экологических требований к их качеству. Весьма существенным требовани-
ем автобензина является не только высокая детонационная стойкость бензина в целом, но и равномерное 
распределение октанового числа по фракциям. Это свойство имеет большое значение для обеспечения нор-
мальной работы двигателя на переменных режимах. Вместе с тем большинство из используемых в настоя-
щее время оксигенатов и присадок на их основе имеют узкий интервал температур кипения и неравномерно 
распределены по фракциям топлива. Объектами исследования являлись промышленно доступные оксигена-
ты: метил-трет-бутиловый эфир, изобутиловый спирт и смесь насыщенных углеводородов, получаемых в про-
цессе сернокислотного алкилирования олефинов (алкилат). Предложен состав композиционной смеси при 
соотношении следующих компонентов: алкилат – 50–70% масc., метил-трет-бутиловый эфир – 15–25% масc.,  
изобутиловый спирт – 15–25% масc. соответственно, позволяющий в равной мере увеличить октановое 
число узких низкокипящих и высококипящих фракций, входящих в состав бензиновой смеси, т.е. значение 
коэффициента распределения детонационной стойкости, близко к максимуму – 1. В результате исследова-
ния влияния 3-компонентной смеси на эксплуатационные характеристики при вовлечении в автомобильные 
бензины установлено, что применение 3-компонентной смеси в качестве высокооктанового кислородсодер-
жащего компонента в составе топлива в интервале концентраций от 25,0 до 45,5% масc. обеспечивает 
равномерное распределение детонационной стойкости по фракциям и способствует повышению энергоэф-
фективности топлива за счет увеличения удельной теплоты сгорания.

Ключевые слова: коэффициент распределения детонационной стойкости, энергоэффективность, оксигенаты, 
легкие углеводороды, автомобильные бензины 
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Improving the performance of motor gasolines by optimizing their 
knock resistance distribution factor 
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Abstract. The growth of gasoline consumption worldwide is imposing stricter operational and environmental 
requirements on fuel quality. These requirements include not only a high knock resistance of gasoline, but also 
a uniform distribution of the octane number by fractions. The latter property is of great importance for reliable 
operation of the engine at variable modes. At the same time, most of the currently used oxygenates and additives 
produced on their basis exhibit a narrow boiling point range and are unevenly distributed over the fuel fractions. 
In this work, we study industrially available oxygenates, including methyl-tert-butyl ether, isobutyl alcohol, and a 
mixture of saturated hydrocarbons obtained in the process of sulfuric acid alkylation of olefins (alkylate). A composite 
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ВВЕДЕНИЕ
Важной задачей российской нефтепереработки, 

повышающей ее конкурентоспособность, являет-
ся доведение эксплуатационных и экологических 
свойств автомобильных бензинов до требований 
мирового уровня. Растет потребность в моторных 
топливах с октановым числом (ОЧ) 95 и выше [1, 2].  
В последнее время особое значение в производстве 
высокооктановых бензинов экологического класса 
приобрели многофункциональные добавки, в том 
числе оксигенаты [3–9], обеспечивающие увеличе-
ние детонационной стойкости и полноту сгорания 
моторных топлив. При этом не всегда достигается 
равномерное распределение ОЧ в узких бензино-
вых фракциях [10–12], определяемое как коэф-
фициент распределения детонационной стойкости 
(КРДС). Этому показателю отводится важная роль, 
т.к. от него зависит стабильность (бесперебойность) 
и надежность работы двигателя внутреннего сго-
рания (ДВС) от такта впрыска топлива в цилиндры 
ДВС до такта выпуска продуктов сгорания с учетом в 
4-тактных ДВС тактов сжатия и рабочего хода. КРДС 
определяется как отношение полученных по иссле-
довательскому методу октановых чисел (ИОЧ) фрак-
ций бензина, выкипающих в пределах: температура 
начала кипения (НК) – 100 °С и 100 °С – темпе-
ратура конца кипения (КК)1. Стоит отметить, что по 
техническим характеристикам и эксплуатационным 
свойствам, экономичному расходу и экологичности 
применения с точки зрения полноты сгорания (сни-
жения выброса в атмосферу продуктов неполного 
сгорания) лучшим моторным топливом является 
бензин, у которого КРДС равен 1 [13]. Так, в насто-
ящее время в качестве антидетонационной при-
садки как самостоятельно, так и в смеси с другими 
октаноповышающими веществами используется ме-
тил-трет-бутиловый эфир (МТБЭ) [14–19], обладаю-

щий высокой детонационной стойкостью, октановое 
число смешения которого может доходить до 135 ед. 
в зависимости от углеводородов, входящих в бензин 
[14, 20]. Однако более низкая, чем у углеводородов, 
теплота сгорания (38220 кДж/кг) является недостат-
ком МТБЭ2. Многотоннажным продуктом отечествен-
ной промышленности, применяющимся в качестве 
октаноповышающей добавки, являются бутиловые 
спирты [21–23]. Согласно TP ТС 013/2011, изо- 
бутанол может вовлекаться в автомобильные бен-
зины до 10% об.3 Вместе с тем установлено4, что 
использование индивидуальных оксигенатов в при-
готовлении автобензинов приводит к неравномер-
ности распределения детонационной стойкости по 
фракциям и к снижению общей теплоты сгорания 
топлива, что ведет к увеличению расхода топлива. 
Одним из высокооктановых компонентов автобен-
зинов является алкилат – смесь насыщенных угле-
водородов, получаемых в процессе сернокислотно-
го алкилирования олефинов. Алкилат – идеальный 
компонент бензина, поскольку имеет высокие ОЧ 
по исследовательскому (не ниже 95,0) и моторному 
(не ниже 92,0) методам, не содержит ароматических 
соединений, олефинов и серы, имеет широкий фрак-
ционный состав [24], однако значения ОЧ алкилата 
ниже по сравнению с оксигенатами. В связи с этим 
решением проблемы производства автобензинов, 
отвечающих мировым стандартам, в том числе по 
КРДС, будет являться разработка композиционных 
смесей, способных за счет компонентов, входящих 
в их состав, равномерно распределяться в узких 
фракциях, улучшая тем самым эксплуатационные 
характеристики моторных топлив. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Оценка качественных эксплуатационных характе-

ристик топливных композиций проводилась согласно 

mixture of alkylate, methyl tert-butyl ether, and isobutyl in the ratio of 50–70 wt%, 15–25 wt%, and 15–25 wt%, 
respectively, is proposed. This composition allows an equal increase in the octane number of narrow low-boiling 
and high-boiling fractions in the gasoline mixture, with the factor of knock resistance distribution being close to 
the maximum value of 1. The effect of the studied three-component mixture on the performance of respective 
motor gasolines was investigated. It was found that the addition of the studied mixture as a high-octane oxygen-
containing fuel component in the concentration range from 25.0 to 45.5 wt% provides for a uniform distribution of 
knock resistance over the fractions and improves the energy efficiency of the fuel by increasing its specific heat of 
combustion.

Keywords: distribution coefficient of detonation resistance, energy efficiency, oxygenates, light hydrocarbons, motor 
gasolines

For citation: Kovaleva E.B., D’yachkova S.G., Ganina A.A., Artemyeva Zh.N., Kuzora I.E., Gerspiegel T.N., Oleinik D.A. 
Improving the performance of motor gasolines by optimizing their knock resistance distribution factor. Izvestiya 
Vuzov. Prikladnaya Khimiya i Biotekhnologiya = Proceedings of Universities. Applied Chemistry and Biotechnology. 
2023;13(1):133-141. (In Russian). https://doi.org/10.21285/2227-2925-2023-13-1-133-141.

1ГОСТ 26370-84. Бензины автомобильные. Метод оценки распределения детонационной стойкости по фракциям: гос. 
стандарт союза ССР; введен в действие постановлением Государственного комитета СССР по стандартам от 19.12.1984 г. 
N 4651.
2Метилтретбутиловый эфир [Электронный ресурс]. URL: https://e-him.ru/?page=dynamic&section=33&article=233 
(03.02.2022).
3Решение Комиссии Таможенного союза от 18 октября 2011 г. N 826 «О принятии технического регламента Таможенного 
союза «О требованиях к автомобильному и авиационному бензину, дизельному и судовому топливу, топливу для реактивных 
двигателей и мазуту». 
4Капустин В.М. Технология производства автомобильных бензинов. М.: Химия, 2015. 256 с. 

https://e-him.ru/?page=dynamic&section=33&article=233
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государственным стандартам с применением стан-
дартизированных методик и средств измерений. 

Объектами настоящего исследования являлись 
промышленно доступные оксигенаты отечественно-
го производства: МТБЭ; изобутиловый спирт (ИБС); 
смесь насыщенных углеводородов, получаемых в 
процессе сернокислотного алкилирования олефинов 
(алкилат); бензин неэтилированный марок АИ-95-К5 
и АИ-98-К5. 

Октановое число по ИОЧ определяли по ГОСТ 
8226-20155, по моторному методу (МОЧ) – по ГОСТ 
511-20156. В качестве стандартного одноцилиндро-
вого двигателя использовали установки отечествен-
ного производства типа УИТ-85. Октановое число 
по ИОЧ устанавливали по результатам сравнения 
стандартной интенсивности детонации образца ис-
пытуемого бензина в стандартных двигателях (CFR 
или типа УИТ) при стандартных условиях и степени 
сжатия с интенсивностью детонации первичной эта-
лонной топливной смеси (ПЭТС). В ходе испытаний 
регулировали соотношение топливо–воздух для об-
разца испытуемого топлива и для каждой из ПЭТС 
для достижения максимальной интенсивности дето-
нации. Далее определяли состав ПЭТС, стандартная 
интенсивность детонации которой при испытании с 
той же степенью сжатия, что и образец испытуемо-
го топлива, имеет то же октановое число. Октановое 
число этой ПЭТС принимали за октановое число ис-
пытуемого образца топлива. 

КРДС по фракциям определяли по ГОСТ 26370-
841. КРДС характеризует равномерное распределе-
ние детонационной стойкости по узким фракциям и 
определяется как отношение ИОЧ полученных разгон-

кой фракций испытуемого образца бензина, выкипа-
ющих в пределах: НК – 100 °C, 100 °С – КК. Идеаль-
ным КРДС считается значение близкое к 1 [10, 11]. 

Отбор проб нефтепродуктов осуществляли соглас-
но требованиям ГОСТ 2517-20127.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В качестве объектов исследования нами были вы-

браны промышленно доступные оксигенаты (МТБЭ и 
ИБС) и смесь насыщенных углеводородов (алкилат), 
автомобильные бензины экологического класса 5, 
типовая базовая основа которых имеет следующий 
состав (табл. 1).

В ходе исследования образец базовой основы 
был разделен на узкие фракции с последующим опре-
делением для каждой из них октановых чисел по ИОЧ 
и МОЧ (табл. 2). 

Определение ОЧ узких фракций базовой основы 
(см. табл. 2) показало неравномерность распределе-
ния детонационной стойкости (КРДСбаз = 0,72). Наи-
большим ОЧ обладают фракции 100 °С – КК (см. 
табл. 2), что обусловлено наличием в высококипящих 
фракциях базовой основы ароматических углеводо-
родов тяжелого риформата, а также изопарафинов и 
олефинов бензина каталитического крекинга. 

С целью оптимизации значения КРДС к составу 
базовой основы необходимо добавить соединения, 
имеющие температуру кипения ≤100 °С, обладаю-
щие достаточно высокой детонационной стойкостью 
и не запрещенные нормативными документами по 
содержанию в бензинах. В качестве таких соедине-
ний нами были выбраны промышленно доступные 
оксигенаты (МТБЭ и ИБС) и смесь насыщенных угле-

Таблица 1. Состав базовой основы бензина экологического класса 5

Table 1. Composition of the base of 5 ecological class gasoline

Наименование Массовая доля,  
% масc.

Интервал температур 
кипения (Тнк – Ткк), °С

Тяжелый риформат 50 101–204 
Изомеризат 25 30–70 
Защелоченный гидрогенизат фракции бензина каталитического крекинга 25 130–210

Таблица 2. Октановые числа узких бензиновых фракций базовой основы бензина

Table 2. Octane numbers of narrow gasoline fractions of the gasoline base

Пределы выкипания фракции, °С
Октановые числа

моторный метод исследовательский метод 
н.к. – 80 82,0 83,4
80–100 63,4 65,5

100–120 87,6 98,6
120–150 89,3 103,1
150–180 101,8 106,9

5ГОСТ 8226-2015. Топливо для двигателей. Исследовательский метод определения октанового числа: межгосуд. стандарт; 
введен в действие приказом Федерального агентства по техническому регулированию и метрологии от 11.12.2015 г.  
N 2152-ст.
6ГОСТ 511-2015. Топливо для двигателей. Моторный метод определения октанового числа: межгосуд. стандарт; введен в 
действие приказом Федерального агентства по техническому регулированию и метрологии от 11.12.2015 г. N 2151-ст.
7ГОСТ 2517-2012. Нефть и нефтепродукты. Методы отбора проб: межгосуд. стандарт; введен в действие Межгосудар-
ственным советом по стандартизации, метрологии и сертификации (протокол от 24 октября 2012 г. N 52).
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водородов (алкилат), в табл. 3 представлены их пока-
затели качества.

Анализ фракционного состава компонентов по-
казал, что 34% об. алкилата перегоняется при темпе-
ратуре 100 °С, 95% об. – при температуре 150 °С,  
что позволяет предположить об относительно равно-
мерном распределении различных углеводородов 
по фракциям. Вместе с тем алкилат практически 
полностью состоит из изопарафинов, обладающих 
высоким октановым числом по исследовательско-
му методу8, выкипающих в пределах 60–110 °С, 
что дает возможность получения автомобильных 
бензинов с равномерной антидетонационной ха-
рактеристикой [25]. Введение в автомобильные 
бензины высокооктановой добавки в виде эфиров 
– МТБЭ, который имеет ОЧ порядка 116 единиц, а 
температуру кипения – 55 °С, позволит существен-
но улучшить антидетонационные свойства легко-
кипящих составляющих бензина (фракции НК – 
100 °С)9, ИБС, напротив, является высококипящим 
кислородсодержащим органическим соединением 
и имеет температуру кипения выше 100 °С. Его 
применение в качестве высокооктановой добавки 
к бензинам приведет к повышению ОЧ фракции 
при температуре 100 °С – КК. Бутиловые спирты 
по сравнению с МТБЭ имеют ряд преимуществ. В 
частности они обладают низким давлением насы-
щенных паров [26], оказывая стабильность каче-
ственных характеристик при хранении товарного 
топлива. Основываясь на физико-химических ха-
рактеристиках индивидуальных компонентов, пред-
полагаем, что создание 3-компонентной смеси с 
большим содержанием насыщенных парафинов 

приведет к равномерному распределению детона-
ционной стойкости в автомобильных бензинах. 

Для установления оптимального состава 3-ком-
понентной смеси варьировалось соотношение 
компонентов: алкилат, МТБЭ, ИБС. Оценочным по-
казателем к оптимизации служил КРДС по фрак-
циям, полученный в лабораторных условиях для 
образцов бензина с вовлечением 3-компонентной 
смеси. Для этого с помощью программного паке-
та Aspen PIMS Program10 (Process Industry Modeling 
System11) был смоделирован состав автомобильных 
бензинов с вовлечением 3-компонентной смеси в 
АИ-95-К5 в количестве 25,0% масс. и в АИ-98-К5 
– 45,5% масс., при соотношении компонентов: 
алкилат – 40÷80% масс., МТБЭ – 10÷30% масс.,  
ИБС – 10÷30% масс. Полученным образцам топлив-
ных композиций была проведена оценка распреде-
ления детонационной стойкости по фракциям. Для 
этого образцы автомобильных бензинов АИ-95-К5 
и АИ-98-К5 в лабораторных условиях были разде-
лены на узкие фракции НК – 100 °С и 100 °С –  
КК (ГОСТ 26370) с последующим определением 
для каждой из них ОЧ исследовательским методом 
(ГОСТ 8226). На основе полученных данных был 
рассчитан КРДС (табл. 4). 

Из приведенных в таблице 4 данных видно, что 
оптимальное и эффективное соотношение 3-компо-
нентной смеси следующее: алкилат – 50÷70% масс., 
МТБЭ – 15÷25% масс., ИБС – 15÷25% масс. соот-
ветственно, позволяющее в равной мере увеличить 
ОЧ узких низкокипящих и высококипящих фракций, 
входящих в состав бензиновой смеси, т.е. значение 
КРДС близко к максимуму – 1. 

8Шириязданов Р.Р. Научно-прикладные основы процесса алкилирования изобутана олефинами на цеолитсодержащих 
катализаторах: дис. … д-ра тех. наук. Уфа, 2017. 412 с. 
9Капустин В.М. Технология производства автомобильных бензинов. М.: Химия, 2015. 256 с.
10Aspen PIMS Program (Process Industry Modeling System) [Электронный ресурс]. URL: https://www.aspentech.com/en/
resources/brochure/aspen-pims-family (24.04.2019). 
11PIMS (экономико-технологическая система моделирования нефтепереработки) – инструмент построения методом 
линейного программирования (ЛП) моделей планирования процессов нефтепереработки для создания оптимальных 
планов, включая оценку альтернатив сырой нефти, промежуточного сырья, сырья, получаемого за границами рассматри-
ваемой установки, технологий, продуктов и рынков. 

Таблица 3. Физико-химические характеристики индивидуальных компонентов 

Table 3. Physico-chemical characteristics of individual components

Компонент
Наименование 
показателя качества

Алкилат Метил-трет-
бутиловый эфир

Изобутиловый 
спирт

Октановое число по исследовательскому методу 96,5 116,0 110,0

Фракционный состав:

Температура начала кипения, °С 31,0 55,0 108,0

Объемная доля испарившегося образца, % при температуре: 70 °С 15,0 100,0 0,0

      100 °С 34,0 100,0 0,0

      150 °С 95,0 100,0 100,0

Конец кипения, °С 191,5 – –

Остаток в колбе, % об. 1,0 – –

Давление насыщенных паров, кПа 62,7 72,6 3,3

https://www.aspentech.com/en/resources/brochure/aspen-pims-family
https://www.aspentech.com/en/resources/brochure/aspen-pims-family
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В результате применения 3-компонентной 
смеси в диапазоне содержания компонентов:  
алкилат – 50÷70% масс., МТБЭ – 15÷25% масс.,  
ИБС – 15÷25% масс. в качестве высокооктанового 
кислородсодержащего компонента (ВОК) в составе 
топлива показано, что он обеспечивает более рав-
номерное распределение ОЧ по фракциям, рав-
ное для образца автобензина АИ-95-К5 – 0,95, для  
АИ-98-К5 – 0,99 (рис. 1), по сравнению со значени-
ями 0,90 и 0,96 соответственно для бензинов без 
вовлечения ВОК. 

Не менее важный эксплуатационный показатель 

двигателя – расход топлива, на который оказывает 
значительное влияние его теплота сгорания. Для 3-ком-
понентной смеси с соотношением компонентов –  
алкилат – 50÷70% масс., МТБЭ – 15÷25% масс.,  
ИБС – 15÷25 % масс. – была рассчитана удельная те-
плота сгорания (рис. 2). Показано, что удельная тепло-
та сгорания 3-компонентной смеси на 19% больше по 
сравнению с индивидуальными оксигенатами, исполь-
зование данного компонента в составе автобензинов 
позволит повысить энергоэффективность топлива. 

Установлено, что вовлечение в автомобильные 
бензины, имеющие типовой базовый состав (см. 
табл. 1), ВОК в диапазоне содержания компонентов 
– алкилат – 50÷70 % масс., МТБЭ – 15÷25% масс.,  
ИБС – 15÷25% масс. соответственно – в процессе 
компаундирования бензинов в интервале концен-
траций от 25,0 до 45,5% масс. обеспечивает равно-
мерное распределение детонационной стойкости по 
фракциям (образцы 2–6) и повышение энергоэффек-

Таблица 4. Показатели качества топливных композиций на базе автомобильных бензинов и 3-компонентной смеси 

Table 4. Quality indicators of fuel compositions based on motor gasoline and a three-component mixture

Наименование показателя
Топливная композиция

АИ-95-К5 + 25,0% масс. 
3-компонентной смеси

АИ-98-К5 + 45,5% масс. 
3-компонентной смеси

Соотношение компонентов алкилат/
метил-трет-бутиловый эфир/ 
изобутиловый спирт,
% масс.

(40/ 
30/ 
30)

(50/ 
25/ 
25)

(60/ 
20/ 
20)

(70/ 
15/ 
15)

(80/ 
10/ 
10)

(40/ 
30/ 
30)

(50/ 
25/ 
25)

(60/ 
20/ 
20)

(70/ 
15/ 
15)

(80/ 
10/ 
10)

Исследовательский метод октановых 
чисел фракции 
НК – 100 °С

91,5 91,9 92,2 92,8 93,1 97,9 97,0 97,9 98,5 99,1

Исследовательский метод октановых 
чисел фракции 
100 °С – КК

104,2 98,9 98,4 97,5 100,8 103,9 99,2 99,2 99,0 101,7

Коэффициент распределения 
детонационной стойкости 0,88 0,93 0,94 0,95 0,92 0,94 0,98 0,99 0,99 0,97

В результате применения 3-компонентной смеси в диапазоне содержания компонентов: 
алкилат – 50÷70% масс., МТБЭ – 15÷25% масс., ИБС – 15÷25% масс. в качестве высокооктанового 
кислородсодержащего компонента (ВОК) в составе топлива показано, что он обеспечивает более 
равномерное распределение ОЧ по фракциям, равное для образца автобензина АИ-95-К5 – 0,95, для 
АИ-98-К5 – 0,99 (рис. 1), по сравнению со значениями 0,90 и 0,96 соответственно для бензинов без 
вовлечения ВОК.  
 

 
 
Рис. 1. Коэффициент распределения детонационной стойкости по фракциям образцов бензина с 
добавлением высокооктанового кислородсодержащего компонента 
Fig. 1. Knock resistance distribution coefficient for gasoline fractions with the addition of high-octane oxygen 
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тивности топлива за счет увеличения удельной тепло-
ты сгорания (табл. 5). 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Предложено использование в качестве компонента 

автобензинов ВОК, представляющего собой 3-компо-
нентную смесь – алкилат:МТБЭ:ИБС в соотношениях 
(% масс.): (50–70):(15–25):(15–25) соответственно.

Установлено, что автомобильные бензины марок 
АИ-95-К5 и АИ-98-К5, приготовленные с вовлечением 
нового ВОК, соответствуют требованиям норматив-
ных документов и обладают улучшенными эксплуата-
ционными свойствами: высокий КРДС по фракциям 
и высокая энергоэффективность за счет увеличения 
удельной теплоты сгорания. 
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Кинетические кривые сорбции нефтепродуктов прокаленным 
сорбентом из золошлаковых отходов теплоэнергетики

Т.Г. Короткова , С.А. Бушумов
Кубанский государственный технологический университет, 
г. Краснодар, Российская Федерация 

Аннотация. Выполнены экспериментальные исследования динамической сорбции модельных смесей, 
содержащих нефтепродукты. В качестве сорбента исследованы высушенные и прокаленные золошлаковые 
отходы, накопленные методом гидрозолоудаления на золоотвале Новочеркасской ГРЭС (г. Новочеркасск, 
Ростовская область, Россия). Навеска прокаленного сорбента для каждого модельного раствора являлась 
фиксированной и составляла 5,0 г. Модельные растворы пропускали через колонку, заполненную прокаленным 
сорбентом. На первом этапе проведены экспериментальные исследования по оптимизации расхода фильтрата в 
диапазоне от 0,05 до 2,5 дм3/мин с шагом 0,05 дм3/мин. Через колонку, содержащую 5 г прокаленного сорбента, 
пропускали модельные водные растворы c водородным показателем рН=7,5, содержащие по 100 мг/дм3  
нефтепродуктов. Оптимальный расход фильтрата составил 0,1 дм3/мин при максимальной эффективности 
извлечения нефтепродуктов из раствора 84%. На втором этапе построены кинетические зависимости 
сорбционной емкости и концентрации нефтепродуктов в фильтрате. Для этого проведены экспериментальные 
исследования по насыщению сорбента нефтепродуктами путем пропускания порций модельного водного 
раствора, содержащего 10000 мг/дм3 по 0,05 дм3, через колонку, заполненную прокаленным сорбентом в 
количестве 5 г, с отбором фильтрата 0,1 дм3/мин. Максимальное значение сорбционной емкости составило 
560 мг/г при эффективности извлечения нефтепродуктов из раствора 85%. На основе анализа результатов 
экспериментальных исследований предложен подход к математическому описанию кинетики сорбции 
нефтепродуктов. Вычисление концентрации нефтепродуктов в фильтрате разбито на два этапа. На первом этапе 
повышение концентрации нефтепродуктов в фильтрате происходит при насыщении сорбента нефтепродуктами 
до максимального значения сорбционной емкости, на втором – при максимальном значении сорбционной 
емкости. Приведены уравнения кинетики для расчета сорбционной емкости и концентрации нефтепродуктов 
в фильтрате. Получено хорошее качественное согласование экспериментальных и расчетных данных. 

Ключевые слова: золошлак, теплоэнергетика, нефтепродукты, сорбент, кинетика сорбции, математическое 
описание кинетики сорбции
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Abstract. Experimental research into dynamic sorption of model mixtures containing oil products was carried out. As 
a sorbent, dried and calcined ash and slag wastes accumulated by hydraulic ash removal at the ash disposal site of 
Novocherkassk State District Power Plant (Novocherkassk, Rostov Oblast, Russia) were investigated. The weighted 
portion of calcined sorbent for each model solution was fixed and amounted to 5.0 g. Model solutions were passed 
through a column filled with calcined sorbent. At the first stage, investigations were carried out to optimize the 
filtrate flow rate in the range from 0.05 to 2.5 dm3/min in increments of 0.05 dm3/min. Model aqueous solutions 
with pH=7.5 and containing 100 mg/dm3 of oil products were passed through the column containing 5 g of calcined 
sorbent. The optimum filtrate flow rate was 0.1 dm3/min at a maximum efficiency of oil products extraction from the 
solution of 84%. At the second stage, kinetic dependencies of sorption capacity and oil product concentration in the 
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ВВЕДЕНИЕ 
В Российской Федерации золошлакоотвалы зани-

мают огромные территории. На ТЭС, ТЭЦ и ГРЭС при 
использовании каменного угля образуются летучая 
зола (зола уноса) и твердые шлаковые отходы. Нако-
пленные по схеме гидрозолоудаления золошлаковые 
отходы (ЗШО) приводят не только к отчуждению тер-
ритории, но и оказывают негативное воздействие на 
окружающую среду и жилые районы, расположенные 
вблизи теплоэлектростанций [1, 2]. Проблемы и пер-
спективы утилизации ЗШО ТЭЦ освещены в исследо-
вании [2].

Применяемые в практике очистки сточных вод ак-
тивированные угли относятся к дорогостоящим сор-
бентам. ЗШО являются дешевыми, негорючими и не-
взрывоопасными. Проведенные нами исследования 
показали, что полученные по схеме гидрозолоудале-
ния ЗШО имеют 5 класс опасности [3], что согласуется 
с результатами, изложенными в работе [4]. Одним из 
направлений исследований утилизации ЗШО являет-
ся изучение их сорбционных свойств по отношению к 
различным компонентам для очистки воды. 

В работе [5] авторы применяли образцы золошла-
ка, полученного на установке по сжиганию угля в Ко-
рее, в качестве сорбента для очистки воды от свинца. 
Образцы золошлака исследовали на фракционный 
состав, а также изучали количественный химический 
состав каждой фракции. Для 3-х фракций золошлака 
(первая – размер частиц менее 1,19 мм, вторая – 
размер частиц от 1,19 до 2,00 мм и третья – размер 
частиц от 2,00 до 4,75 мм) исследовали зависимость 
содержания свинца в образцах сорбента от времени 
контакта с водным раствором, содержащим свинец. 
В результате образец сорбента с более мелкой фрак-
цией насыщался свинцом за период времени поряд-
ка 1500 мин, в то время как образец с более крупной 
фракцией имел максимум насыщения при времени 
контакта порядка 4500 мин. Содержание свинца в 
образцах сорбента имело максимальное значение 
около 0,05 мг/г. Для описания механизма адсорбции 
применили уравнение Елович. Изотермы равновесия 

представлены в виде уравнений Ленгмюра, Фрейнд-
лиха и Дубинина-Радушкевича. Получено хорошее со-
гласование экспериментальных и расчетных данных. 

Индонезийские ученые также подтверждают нали-
чие сорбционных свойств золы уноса от сжигания угля, 
образованной в городе Моджосонго провинции Цен-
тральная Ява, в качестве составной части сорбента 
для очистки вод от свинца [6]. Образцы сорбента полу-
чали путем смешения в разных пропорциях золы уно-
са и природных цеолитов. Исследовали сорбционные 
свойства образцов сорбента на растворах с содержа-
нием свинца, которое варьировали от 2 до 12 ppm,  
путем перемешивания в течение различного време-
ни при рН от 1 до 6 ед. Наиболее выражены сорбци-
онные свойства (сорбционная емкость 0,5433 мг/г) у 
образца сорбента, в состав которого входит зола уно-
са и природных цеолитов в массовом соотношении 
75:25. Оптимальное значение рН раствора для сор-
бции составило 5 ед., при этом сорбционная емкость 
образца достигла 0,567 мг/г. Наиболее оптимальным 
временем контакта является 60 мин, при этом сор-
бционная емкость составила 0,577 мг/г. На основе 
экспериментальных данных построены изотермы 
Ленгмюра и Фрейндлиха, значения коэффициентов 
аппроксимации – 0,9661 и 0,8873 соответственно. 
По теории Ленгмюра определили значение предель-
ной насыщаемости сорбента, равное 0,983 мг/г.

В исследовании [7] авторы применяли летучую 
золу (золу уноса) с известным химическим составом 
в качестве сорбента для очистки воды от ионов нике-
ля. Фракционный анализ показал, что 91,12% частиц 
сорбента имеют размер менее 75 мкм. Для иссле-
дований использовали модельный раствор исходно-
го состава ионов никеля с массовой концентрацией 
500 мг/дм3 в бидистиллированной воде. Анализ на 
содержание ионов никеля осуществляли методом 
атомно-абсорбционного анализа с пламенной ато-
мизацией. Одна серия экспериментов проведена в 
условиях перемешивания при 150 об/мин с приме-
нением раствора ионов никеля с массовой концен-
трацией 20 мг/дм3 при постоянном количестве (дозе) 

filtrate were plotted. To this end, experimental investigations into sorbent saturation with oil products by means of 
passing portions of model aqueous solution containing 10,000 mg/dm3 by 0.05 dm3 through the column filled with 
calcined sorbent in a quantity of 5 g and a filtrate withdrawal rate of 0.1 dm3/min were performed. The maximum 
value of sorption capacity was found to comprise 560 mg/g under the efficiency of oil products extraction from 
the solution of 85%. Following an analysis of the obtained experimental results, an approach to the mathematical 
description of the kinetics of oil products sorption was proposed. According to this approach, the concentration 
of oil products in the filtrate is calculated in two stages. At the first stage, the increase in the concentration of 
oil products in the filtrate occurs when the sorbent is saturated with oil products up to the maximum value of its 
sorption capacity. At the second stage, this increase is observed at the maximum value of sorption capacity. Kinetic 
equations for calculating sorption capacity and the concentration of oil products in the filtrate are provided. A 
satisfactory qualitative agreement between the experimental and calculated data was obtained. 

Keywords: ash and slag, heat power engineering, oil products, sorbent, sorption kinetics, mathematical description 
of sorption kinetics
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сорбента из расчета 10 г на 100 см3 раствора. Сте-
пень извлечения ионов никеля при времени контак-
та свыше 175 мин достигала порядка 40%. Экспери-
ментальные данные представлены с использованием 
кинетики моделей псевдопервого и псевдовторого 
порядка и модели внутричастичной диффузии. Экспе-
риментальные данные о процессе адсорбции согла-
суются с теоретическими. Обнаружено, что кинетиче-
ская модель псевдовторого порядка описывает про-
цесс сорбции с высоким коэффициентом корреляции 
(R2 = 0,998) лучше, чем другие кинетические модели. 
Сорбционная емкость ионов Ni2+ при равновесии со-
ставила 0,0714 мг/г.

Китайские ученые исследовали летучую золу элек-
тростанции в городе Нанкин для очистки сточных вод 
от ионов меди [8]. Образцы сорбента готовили пу-
тем смешения в различных пропорциях золы уноса, 
стального шлака, активированного белого клея (алю-
мосиликатный клей) и связующего агента (кремне-
содержащий отвердитель 525R), получили 4 группы 
образцов сорбента с различным составом. Изучили 
сорбционные свойства каждой группы образцов по 
результатам взаимодействия сорбента с модельным 
раствором, содержащим ионы меди в концентрации 
100 мг/дм3. Наиболее эффективным (степень извле-
чения ионов меди составила 81,52%) оказался обра-
зец, содержащий золу уноса, стальной шлак, активи-
рованный белый клей и связующий агент в массовом 
соотношении 6:1:2:1. Установили оптимальное зна-
чение дозы сорбента массой, равной 5 г на 150 см3  
очищаемой воды. Исследовали кинетику сорбции при 
температурах раствора 15, 25 и 35 °С, для описания 
которой применили уравнения Ленгмюра и Фрейнд-
лиха. Для обеих моделей значение коэффициента ап-
проксимации превышало 0,95, что говорит о согласо-
ванности практических данных с теорией. На основе 
экспериментальных исследований определили тер-
модинамические параметры сорбции. 

Сорбционные свойства летучей золы, полученной 
на электростанции, расположенной в городе Мехи-
льонес (Чили), подтверждены чилийскими и канадски-
ми исследователями [9]. Степень извлечения ионов 
меди составила 66%. Построена изотерма Фрейндли-
ха, характеризующаяся линейной зависимостью со 
значением коэффициента аппроксимации, равным 
0,93734, что свидетельствует о согласовании теории 
и экспериментальных данных.

Исследователи [10] применяли золошлак (лигнит от 
сжигания бурого угля) и летучую золу в качестве сор-
бента для очистки воды от фосфатов. Сорбцию прово-
дили на модельных растворах, содержащих фосфаты, 
путем взаимодействия в течение 24 ч образцов, пор-
цию которых рассчитывали из соотношения масс твер-
дого образца и жидкости 1:10. Степень извлечения 
фосфатов варьировалась от 0,1 до 7% и от 17 до 27%  
для образцов золы уноса и лигнита соответственно. 
По влиянию pH раствора сделан вывод о наличии 
взаимосвязи между рН раствора и способностью об-
разца удерживать фосфаты. Оптимальным в процессе 
сорбции определено значение рН около 2.

Индийские ученые [11] через фильтр с золой 
уноса пропускали образец сточной воды со значе-
нием биохимического потребления кислорода (БПК)  

178 мг/дм3 и химического потребления кислорода 
(ХПК) 110 мг/дм3. После очистки значения содержа-
ний БПК и ХПК в фильтрате составили 96 и 40 мг/дм3 
соответственно.

В работе [12] приведены исследования фильтрую-
щей установки с тремя слоями фильтрационного ма-
териала. Толщина среднего слоя золы уноса составля-
ла 10, 20, 30 и 40 мм, заключенного между слоями 
гальки (нижний слой) и песка (верхний слой) толщи-
ной по 40 мм. Изучали зависимость степени очистки 
сточных вод от толщины слоя золы уноса в фильтрую-
щей установке. Пропускали сточную воду с массовой 
концентрацией взвешенных веществ 3500 мг/дм3,  
сухого остатка 2000 мг/дм3, ХПК 300 мг/дм3, раство-
ренного кислорода 2,75 мг/дм3 и значением рН, рав-
ным 7,58. Наиболее эффективным оказался слой с 
толщиной золы уноса, равной 10 мм. Значения массо-
вых концентраций исследуемых показателей в филь-
трате после очистки сточной воды составили: взве-
шенные вещества – 80, сухой остаток – 700 мг/дм3,  
ХПК – 80 мг/дм3, растворенный кислород – 12 мг/дм3  
и 5,6 ед. рН водородного показателя. 

Золошлак и летучую золу от сжигания угля, собран-
ные в промышленной зоне Тан Тао г. Хошимин (Вьет-
нам), применили в качестве сорбента для извлечения 
метиленового синего из водного раствора [13]. Образ-
цы сорбента с размером частиц порядка 245 мкм вы-
сушивали при температуре 105 °С в течение 24 ч. Вы-
сушенные образцы модифицировали растворами си-
ликата натрия и гидроксида натрия в различном мас-
совом соотношении. Модельные растворы содержа-
ли метиленовый синий в концентрации 1000 мг/дм3.  
Растворы перемешивали с модифицированным сор-
бентом в течение различного времени и определяли 
степень извлечения метиленового синего. Авторам 
удалось достигнуть степени извлечения метиленового 
синего из раствора порядка 36% при времени кон-
такта 180 мин.

Сорбцию летучей золой от сжигания угля, образо-
ванной на ТЭС в городе Бокаро (штат Джхаркханд, 
Индия), проводили на модельных растворах, содер-
жащих красители кристаллический фиолетовый и ро-
занилина гидрохлорид, путем взаимодействия образ-
цов сорбента массой 1,0 г с 50 см3 раствора, содер-
жащего от 10-5 до 10-4 моль/дм3 красителя, при пере-
мешивании в конических колбах объемом 100 см3. 
Оптимальное значение рН раствора, содержащего 
розанилина гидрохлорид, экспериментально опреде-
лено как 6,0 и 8,0 ед. рН для раствора, содержащего 
кристаллический фиолетовый. На следующем этапе 
изучали процесс сорбции в зависимости от темпера-
туры растворов в термостате с установленными по-
стоянными значениями температуры 10, 25 и 40 °С. 
На основе экспериментальных данных построена за-
висимость равновесной концентрации красителей от 
времени контакта, описываемая законом Лагергре-
на [14].

В Казанском государственном энергетическом 
университете проведен лабораторный эксперимент, 
воспроизводящий работу аэротенка-смесителя и вто-
ричного отстойника, в котором биологическая очистка 
совмещена с адсорбционной. В качестве адсорбента 
использовали высушенный карбонатный шлам ТЭС. 
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Результаты анализа очищенной воды показали сни-
жение ХПК в среднем на 91%, БПК5 – на 98%, аммо-
нийного азота – на 94% при дозе шлама 0,6 мг/дм3  
с размером фракции от 0,09 мм до 0,50 мм [15]. 

Очистка бытовых сточных вод при использова-
нии в качестве сорбента летучей золы проведена 
в исследованиях [16, 17]. Результаты эксперимен-
тов показали значительное снижение значения БПК 
с 385 до 45–55 мг/л, ХПК с 680 до 110–150 мг/л,  
рН с 8,4 до 6,9 и общего содержания растворенных 
веществ с 715 до 250–300 мг/л после обработки со-
рбентом [17]. 

Таким образом, применение золошлака и летучей 
золы в качестве сорбента для очистки воды подтверж-
дено многочисленными исследованиями ученых раз-
личных стран мира.

Нами не обнаружены публикации по исследова-
нию ЗШО теплоэнергетики в качестве сорбента для 
очистки сточных вод от нефтепродуктов (НП). В связи 
с этим цель работы заключалась в проведении экс-
периментальных исследований по насыщению НП 
прокаленного сорбента из ЗШО теплоэнергетики, по-
строении кинетических кривых сорбции НП и матема-
тическом описании кинетики сорбции НП. 

Стандартные методы решения известных кине-
тических моделей адсорбции приведены в работах  
[18, 19].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Объект исследования. Золошлак, накопленный по 

схеме гидрозолоудаления, отобранный с 3-й секции 
золоотвала Новочеркасской ГРЭС (г. Новочеркасск, 
Ростовская область). Навеску золошлака гомогенизи-
ровали и выдерживали в сушильном шкафу при темпе-
ратуре 110 °С в течение 30 мин. Высушенную наве-
ску комкообразной формы прокаливали в муфельной 
печи при температуре 600 °С в течение 30 мин. Полу-
чали сыпучий материал, названный прокаленным со-
рбентом. Исследования физико-химических свойств 
прокаленного сорбента приведены нами в работе 
[20]: насыпная плотность – 0,666 г/см3, зольность – 
менее 5 млн-1, суммарный объем пор – 0,506 см3/г,  
истираемость – 8,5%, влажность – менее 1%. На ос-
нове гранулометрического анализа определено, что 
фракция от 0,25 до 0,5 мм составляет 95,2% от мас-
сы прокаленного сорбента.

Оборудование. Для просушивания реактивов и 
образцов, подготовки лабораторной посуды исполь-
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сорбента в колонке, г.  

Скорость фильтрования, см3/(см2·мин), определяли как отношение расхода фильтрата, см3/мин, 
к площади поперечного сечения колонки, см2, диаметром 1,25 см. 

Продолжительность сорбции, мин, вычисляли путем отношения объема раствора, дм3, к 
расходу фильтрата, дм3/мин. 

Эффективность извлечения НП E, %, определяли по выражению: 
 

𝐸𝐸 =
𝐶𝐶� −  𝐶𝐶к

𝐶𝐶�
· 100.                                                                 (3) 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
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получили смесь НП, содержащую изооктан, гексадекан и бензол в массовом соотношении 3:3:2. 
Навеску полученной смеси массой 0,1000 г (100,0 мг) переносили в мерную колбу вместимостью 
1,0 дм3 с дистиллированной водой объемом около 0,9 дм3 и доводили значение рН раствора до 
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интенсивного встряхивания в течение 15 мин, доводили объем раствора до метки на колбе 
дистиллированной водой и тщательно перемешивали. Полученный раствор содержал НП в 
концентрации 100 мг/дм3.  

Состав модельного раствора НП соответствует требованиям п. Б 1 Приложения Б ПНД Ф 
14.1:2:4.5-95. Такой же состав по соотношению веществ имеет ГСО 7248-96, применяемый для 
градуировки концентратомера при определении концентрации НП. 

Приготовленные растворы были отфильтрованы через стеклянную хроматографическую 
колонку с закрепленным в ней слоем прокаленного сорбента массой 5,0 г на вакуумной установке с 
регулируемой глубиной вакуума при поддержании постоянного расхода фильтрата. Расход 
фильтрата исследовали в диапазоне от 0,05 до 2,5 дм3/мин с шагом 0,05 дм3/мин. 
Экспериментальные данные оптимизации расхода фильтрата приведены в табл. 1.  
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извлечения, % 

0,05 16 20,00 40,76 16,8 84,04 
0,10 16 10,00 81,53 16,8 84,04 
0,15 16 6,67 122,29 16,8 84,04 
0,20 17 5,00 163,06 16,6 83,04 
0,25 22 4,00 203,82 15,6 78,06 

Примечание. Объем исходного раствора – 1 дм3; концентрация нефтепродуктов в исходном растворе – 
100 мг/дм3; удельный поровый объем прокаленного сорбента – 0,506 см3/г; масса прокаленного сорбента – 5 г.  
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рН раствора до 7,5 ед. путем внесения раствора  
0,01 моль/дм3 гидроксида натрия. Смесь дисперги-
ровали путем интенсивного встряхивания в течение 
15 мин, доводили объем раствора до метки на кол-
бе дистиллированной водой и тщательно перемеши-
вали. Полученный раствор содержал НП в концен-
трации 100 мг/дм3. 
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Состав модельного раствора НП соответствует 
требованиям п. Б 1 Приложения Б ПНД Ф 14.1:2:4.5-
95. Такой же состав по соотношению веществ имеет  
ГСО 7248-96, применяемый для градуировки кон-
центратомера при определении концентрации НП.

Приготовленные растворы были отфильтрованы 
через стеклянную хроматографическую колонку с 
закрепленным в ней слоем прокаленного сорбента 
массой 5,0 г на вакуумной установке с регулируе-
мой глубиной вакуума при поддержании постоян-
ного расхода фильтрата. Расход фильтрата исследо-
вали в диапазоне от 0,05 до 2,5 дм3/мин с шагом  
0,05 дм3/мин. Экспериментальные данные оптими-
зации расхода фильтрата приведены в табл. 1. 

Кривая зависимости концентрации НП в филь-
трате от расхода фильтрата приведена на рис. 1. 
Оптимальный расход фильтрата составил от 0,15 до 
0,20 дм3/мин, свыше 0,20 дм3/мин концентрация 
НП в фильтрате резко возрастала.

Рис. 1. Зависимость концентрации нефтепродуктов  
в фильтрате от расхода фильтрата
Fig. 1. Relationship between the oil products concentration  
in the filtrate on the flow rate of the filtrate 

Зависимость динамической емкости от продолжи-
тельности фильтрования приведена на рис. 2. Насы-
щение сорбента НП достигается при 6–7 мин филь-
трования, при этом динамическая емкость составля-
ет 16,8 мг/г.

На рис. 3 приведены кривые зависимости концен-
трации НП в фильтрате и эффективности извлечения 
НП от продолжительности фильтрования. Насыщение 
сорбента НП достигается при 6–7 мин фильтрования, 
максимальная эффективность извлечения НП состав-
ляет 84%.

Рис. 2. Зависимость динамической емкости  
от продолжительности фильтрования 
Fig. 2. Relationship between the dynamic capacity  
and the duration of filtration

Рис. 3. Зависимость концентрации нефтепродуктов  
в фильтрате и эффективности извлечения нефтепродуктов 
от продолжительности фильтрования 
Fig. 3. Relationship between the oil products concentration  
in the filtrate, the extraction efficiency and the duration  
of filtration

Таблица 1. Оптимизация расхода фильтрата
Table 1. Filtrate flow optimization

Экспериментальные данные Расчетные данные

Расход 
фильтрата,  
дм3/мин

Концентрация 
нефтепродуктов в 
фильтрате, мг/дм3

Продолжительность 
фильтрования, мин

Скорость 
фильтрования, 
см3/(см2·мин)

Динамическая 
емкость, мг/г

Эффективность 
извлечения, %

0,05 16 20,00 40,76 16,8 84,04
0,10 16 10,00 81,53 16,8 84,04
0,15 16 6,67 122,29 16,8 84,04
0,20 17 5,00 163,06 16,6 83,04
0,25 22 4,00 203,82 15,6 78,06

Примечание. Объем исходного раствора – 1 дм3; концентрация нефтепродуктов в исходном растворе – 100 мг/дм3; 
удельный поровый объем прокаленного сорбента – 0,506 см3/г; масса прокаленного сорбента – 5 г. 
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Анализ изменения эффективности извлечения 
от расхода фильтрата (рис. 4) и результатов исследо-
ваний, приведенных на рис. 1–3, показал, что для 
насыщения прокаленного сорбента НП оптималь-
ным является расход фильтрата 0,1 дм3/мин. 

Для построения кинетических зависимостей из-
менения сорбционной емкости и концентрации НП 
в фильтрате от продолжительности сорбции НП сор-
бентом приготовили серию модельных растворов. 
Навеску смеси изооктана, гексадекана и бензола 
с массовым соотношением 3:3:2 массой 0,5000 г 
(500,0 мг) переносили в мерную колбу вместимо-
стью 50 см3 с дистиллированной водой объемом 
около 40 см3 и доводили значение рН раствора до  
7,5 ед. путем внесения раствора 0,01 моль/дм3 ги-
дроксида натрия. Смесь диспергировали путем ин-
тенсивного встряхивания в течение 15 мин, доводи-
ли объем раствора до метки на колбе дистиллирован-
ной водой и тщательно перемешивали. Полученный 
раствор содержал НП в концентрации 10000 мг/дм3.  
Модельные растворы объемом по 50 см3 (0,050 дм3)  
последовательно пропускали через колонку, за-
полненную прокаленным сорбентом в количе-
стве 5,0 г, с расходом фильтрата 0,1 дм3/мин.  
Полученный фильтрат собирали в стеклянную кол-

бу с притертой крышкой вместимостью 100 см3. 
После окончания фильтрования каждой порции на 
концентратомере КН-3 (ООО «Производственно- 
экологическое предприятие «СИБЭКОПРИБОР», 
Россия) определяли концентрацию НП в получен-
ном фильтрате. Результаты исследований приведе-
ны в табл. 2.

Рис. 5. Изменение динамической емкости  
от продолжительности сорбции
Fig. 5. Dynamic capacity versus the duration of sorption

На рис. 5 приведено изменение динамической 
емкости от продолжительности сорбции. При объеме 
исходного раствора от 0,5 до 3,5 дм3 наблюдается 
линейная зависимость вплоть до максимального зна-
чения сорбционной емкости прокаленного сорбента, 
равного 560 мг/г.

Изменение эффективности извлечения НП от ди-
намической емкости приведено на рис. 6. При зна-
чении сорбционной емкости 560 мг/г эффектив-
ность извлечения НП из раствора составляет 85%.  
При дальнейшем насыщении прокаленного сор-
бента НП эффективность извлечения по НП резко 
падает.

Рассмотрим математическое описание процесса 
сорбции НП.

Анализ экспериментальных данных (см. рис. 5, 6) 
показывает, что сорбционная емкость сорбента до-

Таблица 2. Изменение сорбционной емкости и концентрации нефтепродуктов в фильтрате от продолжительности сорбции 
нефтепродуктов сорбентом 
Table 2. Changes in the sorption capacity and oil products concentration in the filtrate depending on the duration of oil products 
sorption

Объем исходного 
раствора, дм3

Концентрация 
нефтепродуктов  

в фильтрате, мг/дм3

Динамическая 
емкость, мг/г

Продолжительность 
сорбции, мин

Эффективность 
извлечения, %

0,05 1468 85,32 0,50 86,06
0,10 1500 170,00 1,00 85,38
0,15 1508 254,76 1,50 85,17
0,20 1509 339,64 2,00 85,10
0,25 1517 424,15 2,50 84,98
0,30 1635 501,90 3,00 83,79
0,35 2021 558,53 3,50 79,94
0,40 3001 559,92 4,00 70,18
0,45 3778 559,98 4,50 62,43

Примечание. Концентрация нефтепродуктов в исходном растворе – 10000 мг/дм3; удельный поровый объем прокаленного 
сорбента – 0,506 см3/г; масса прокаленного сорбента – 5 г; расход фильтрата – 0,1 дм3/мин. 

Рис. 4. Зависимость эффективности извлечения 
нефтепродуктов от расхода фильтрата
Fig. 4. Relationship between the extraction efficiency  
of oil products and filtrate consumption
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стигает своего максимального значения в интервале 
от 3 до 3,5 мин, причем от 0,5 до 3 мин резко воз-
растает практически по линейному закону. Очевидно, 
что при дальнейшем проведении сорбции с исходной 
концентрацией НП в растворе 10000 мг/дм3 при по-
стоянном расходе фильтрата 0,1 дм3/мин сорбцион-
ная емкость прокаленного сорбента будет оставаться 
постоянной, равной 560 мг/г, а концентрация НП в 
фильтрате начнет резко возрастать и стремиться к ве-
личине исходной концентрации, т.е. к 10000 мг/дм3.

Определим время сорбции τ*, при котором сор-
бционная емкость становится равной максималь-
ной Amax = 560 мг/г. Для этого найдем среднее зна-
чение концентрации НП в фильтрате в диапазоне от  
1468 до 1635 мг/дм3 (табл. 2), которое составило  
СК

* = 1523 мг/дм3. Уравнение (2) для расчета величи-
ны адсорбции запишем в виде
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диапазоне от 1468 до 1635 мг/дм3 (табл. 2), которое составило 𝐶𝐶к
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где 𝑉𝑉 = 𝑄𝑄𝜏𝜏∗ (Q = 0,1 дм3/мин – расход фильтрата, m = 5 г – масса сорбента).  
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Это означает, что после времени сорбции, равной 3,303 мин, концентрация НП в фильтрате 

будет определяться по выражению:  
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Положение экспериментальных точек (см. рис. 5) соответствует изотерме Ленгмюра. 

Определение постоянных коэффициентов изотермы Ленгмюра путем линеаризации 
экспериментальных данных в координатах привело к значительной расходимости между 
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В этой связи обработку экспериментальных данных проведем следующим образом. В 
качестве уравнения аппроксимации примем нелинейную зависимость, подобную изотерме Ленгмюра 
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где а и b – искомые коэффициенты. 

Поиск коэффициентов а и b проведем по двум точкам: A = 85,32 мг/г, Ск = 1468 мг/дм3 (см. табл. 
2) и A = 560 мг/г, Ск = 1523 мг/дм3. Два уравнения с двумя неизвестными решены аналитически, 
получены следующие значения искомых коэффициентов: a = 0,0025; b = -0,0006521. 

Найдем зависимость концентрации НП в фильтрате от времени Cк = f(τ). Для этого решим 
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Полученное уравнение (11) имеет два корня. Если в числителе знак «минус», то полученные 
значения Cк значительно превышают C0 (параметр d является отрицательной величиной), что 
противоречит физике процесса сорбции, и, следовательно, не подлежат учету. При знаке «плюс» в 
числителе получены адекватные значения Cк.  
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противоречит физике процесса сорбции, и, следовательно, не подлежат учету. При знаке «плюс» в 
числителе получены адекватные значения Cк.  
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Это означает, что после времени сорбции, равной 
3,303 мин, концентрация НП в фильтрате будет опре-
деляться по выражению: 

фильтрата 0,1 дм3/мин сорбционная емкость прокаленного сорбента будет оставаться постоянной, 
равной 560 мг/г, а концентрация НП в фильтрате начнет резко возрастать и стремиться к величине 
исходной концентрации, т.е. к 10000 мг/дм3. 

Определим время сорбции 𝜏𝜏*, при котором сорбционная емкость становится равной 
максимальной Amax = 560 мг/г. Для этого найдем среднее значение концентрации НП в фильтрате в 
диапазоне от 1468 до 1635 мг/дм3 (табл. 2), которое составило 𝐶𝐶к

∗ = 1523 мг/дм3. Уравнение (2) для 
расчета величины адсорбции запишем в виде 
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где 𝑉𝑉 = 𝑄𝑄𝜏𝜏∗ (Q = 0,1 дм3/мин – расход фильтрата, m = 5 г – масса сорбента).  
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Это означает, что после времени сорбции, равной 3,303 мин, концентрация НП в фильтрате 
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Положение экспериментальных точек (см. рис. 5) соответствует изотерме Ленгмюра. 

Определение постоянных коэффициентов изотермы Ленгмюра путем линеаризации 
экспериментальных данных в координатах привело к значительной расходимости между 
экспериментальными и расчетными данными: 

𝐶𝐶к

𝐴𝐴
= 𝑓𝑓(𝐶𝐶к) .                                                            (7) 

В этой связи обработку экспериментальных данных проведем следующим образом. В 
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где а и b – искомые коэффициенты. 
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получены следующие значения искомых коэффициентов: a = 0,0025; b = -0,0006521. 

Найдем зависимость концентрации НП в фильтрате от времени Cк = f(τ). Для этого решим 
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Полученное уравнение (11) имеет два корня. Если в числителе знак «минус», то полученные 
значения Cк значительно превышают C0 (параметр d является отрицательной величиной), что 
противоречит физике процесса сорбции, и, следовательно, не подлежат учету. При знаке «плюс» в 
числителе получены адекватные значения Cк.  
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где а и b – искомые коэффициенты. 

Поиск коэффициентов а и b проведем по двум точкам: A = 85,32 мг/г, Ск = 1468 мг/дм3 (см. табл. 
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получены следующие значения искомых коэффициентов: a = 0,0025; b = -0,0006521. 
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Полученное уравнение (11) имеет два корня. Если в числителе знак «минус», то полученные 
значения Cк значительно превышают C0 (параметр d является отрицательной величиной), что 
противоречит физике процесса сорбции, и, следовательно, не подлежат учету. При знаке «плюс» в 
числителе получены адекватные значения Cк.  
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значения Cк значительно превышают C0 (параметр d является отрицательной величиной), что 
противоречит физике процесса сорбции, и, следовательно, не подлежат учету. При знаке «плюс» в 
числителе получены адекватные значения Cк.  
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Полученное уравнение (11) имеет два корня. Если в числителе знак «минус», то полученные 
значения Cк значительно превышают C0 (параметр d является отрицательной величиной), что 
противоречит физике процесса сорбции, и, следовательно, не подлежат учету. При знаке «плюс» в 
числителе получены адекватные значения Cк.  

фильтрата 0,1 дм3/мин сорбционная емкость прокаленного сорбента будет оставаться постоянной, 
равной 560 мг/г, а концентрация НП в фильтрате начнет резко возрастать и стремиться к величине 
исходной концентрации, т.е. к 10000 мг/дм3. 

Определим время сорбции 𝜏𝜏*, при котором сорбционная емкость становится равной 
максимальной Amax = 560 мг/г. Для этого найдем среднее значение концентрации НП в фильтрате в 
диапазоне от 1468 до 1635 мг/дм3 (табл. 2), которое составило 𝐶𝐶к

∗ = 1523 мг/дм3. Уравнение (2) для 
расчета величины адсорбции запишем в виде 

 

𝐴𝐴��� = (𝐶𝐶� − 𝐶𝐶к
∗)

𝑄𝑄𝜏𝜏∗

𝑚𝑚
  ,                                                     (4) 

 
где 𝑉𝑉 = 𝑄𝑄𝜏𝜏∗ (Q = 0,1 дм3/мин – расход фильтрата, m = 5 г – масса сорбента).  

Тогда время сорбции составляет 𝜏𝜏* = 3,303 мин: 
 

𝜏𝜏∗ =
𝐴𝐴���𝑚𝑚

(𝐶𝐶� − 𝐶𝐶к
∗)𝑄𝑄

 .                                                                  (5) 

 
Это означает, что после времени сорбции, равной 3,303 мин, концентрация НП в фильтрате 

будет определяться по выражению:  
 

𝐶𝐶к = 𝐶𝐶� −
𝐴𝐴���𝑚𝑚

𝑄𝑄𝜏𝜏
 .                                                                    (6) 

 
Положение экспериментальных точек (см. рис. 5) соответствует изотерме Ленгмюра. 

Определение постоянных коэффициентов изотермы Ленгмюра путем линеаризации 
экспериментальных данных в координатах привело к значительной расходимости между 
экспериментальными и расчетными данными: 

𝐶𝐶к

𝐴𝐴
= 𝑓𝑓(𝐶𝐶к) .                                                            (7) 

В этой связи обработку экспериментальных данных проведем следующим образом. В 
качестве уравнения аппроксимации примем нелинейную зависимость, подобную изотерме Ленгмюра 
 

𝐴𝐴 =
𝑎𝑎𝐶𝐶к

1 + 𝑏𝑏𝐶𝐶к
 ,                                                                    (8) 

 
где а и b – искомые коэффициенты. 

Поиск коэффициентов а и b проведем по двум точкам: A = 85,32 мг/г, Ск = 1468 мг/дм3 (см. табл. 
2) и A = 560 мг/г, Ск = 1523 мг/дм3. Два уравнения с двумя неизвестными решены аналитически, 
получены следующие значения искомых коэффициентов: a = 0,0025; b = -0,0006521. 

Найдем зависимость концентрации НП в фильтрате от времени Cк = f(τ). Для этого решим 
совместно два уравнения 

 

                                                                         

⎩
⎨

⎧ 𝐴𝐴 =  
𝑎𝑎𝐶𝐶к

1 + 𝑏𝑏𝐶𝐶к
 ;

𝐴𝐴 =  (𝐶𝐶� − 𝐶𝐶к)
𝑄𝑄𝜏𝜏
𝑚𝑚

                                                        (9) 

 
Получим 

𝑑𝑑𝐶𝐶к
� + 𝑓𝑓𝐶𝐶к − 𝑒𝑒 = 0                                                       (10) 

 

𝐶𝐶к =
−𝑓𝑓 ∓ �𝑓𝑓� − 4𝑑𝑑𝑒𝑒�

2𝑑𝑑
                                                       (11) 

 
где 

𝑑𝑑 =
𝑏𝑏𝑄𝑄
𝑚𝑚

𝜏𝜏;              𝑓𝑓 = 𝑎𝑎 +
𝑄𝑄
𝑚𝑚

𝜏𝜏 − 𝑏𝑏𝐶𝐶�
𝑄𝑄
𝑚𝑚

𝜏𝜏;               𝑒𝑒 = −𝐶𝐶�
𝑄𝑄
𝑚𝑚

𝜏𝜏  .                 
 

Полученное уравнение (11) имеет два корня. Если в числителе знак «минус», то полученные 
значения Cк значительно превышают C0 (параметр d является отрицательной величиной), что 
противоречит физике процесса сорбции, и, следовательно, не подлежат учету. При знаке «плюс» в 
числителе получены адекватные значения Cк.  

Полученное уравнение (11) имеет два корня. Если 
в числителе знак «минус», то полученные значения Cк 
значительно превышают C0 (параметр d является отри-
цательной величиной), что противоречит физике про-
цесса сорбции, и, следовательно, не подлежат учету. 
При знаке «плюс» в числителе получены адекватные 
значения Cк. 

Уравнение (11) позволяет рассчитать концентрацию 
НП в фильтрате Cк от 0 до τ*, а уравнение (6) – при даль-
нейшей продолжительности сорбции. Сорбционную ем-
кость A прокаленного сорбента по НП можно вычислить 
по уравнению (9) для временного интервала сорбции 
от 0 до τ*, при дальнейшей сорбции A = Amax. Уравнения 
(6), (9), (11) представляют собой математическое опи-
сание кинетики сорбции НП прокаленным сорбентом 
для режима постоянной скорости фильтрования.

Сопоставление экспериментальных данных и рас-
четных графических зависимостей изменения кон-
центрации НП в фильтрате и сорбционной емкости от 
продолжительности сорбции приведено на рис. 7 и 8. 

Рис. 7. Зависимость концентрации нефтепродуктов  
в фильтрате от продолжительности сорбции
Fig. 7. Relationship between the oil products concentration  
in the filtrate and the duration of sorption

Рис. 6. Зависимость эффективности извлечения 
нефтепродуктов от динамической емкости сорбента
Fig. 6. Relationship between the oil products extraction 
efficiency and the dynamic capacity of the sorbent
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Продолжительность сорбции отложена по оси абсцисс 
в логарифмической системе координат. 

Рис. 8. Изменение динамической емкости  
от продолжительности сорбции
Fig. 8. Dynamic capacity versus the duration of sorption

Получено хорошее качественное согласование 
экспериментальных данных и расчетных зависимо-
стей на основе предложенного подхода к математиче-
скому описанию кинетики сорбции НП прокаленным 
сорбентом. 

ВЫВОДЫ
На основе анализа результатов эксперименталь-

ных исследований по насыщению сорбента НП при 
динамической сорбции предложен подход к матема-
тическому описанию кинетики сорбции НП. Вычис-
ление концентрации НП в фильтрате разбито на два 
этапа. На первом этапе повышение концентрации НП 
в фильтрате происходит при насыщении сорбента НП 
до максимального значения сорбционной емкости, 
на втором – при максимальном значении сорбци-
онной емкости. Приведены уравнения кинетики для 
расчета сорбционной емкости и концентрации НП в 
фильтрате. Получено хорошее качественное согласо-
вание экспериментальных и расчетных данных. 
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