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ХИМИЧЕСКИЕ НАУКИ
Обзорная статья 
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Глюконатные растворы для электрохимического  
и химического никелирования

Е.Г. Афонин

Калужский научно-исследовательский институт телемеханических устройств, 
Калуга, Российская Федерация

Аннотация. Гальванические покрытия никелем широко применяются в промышленности для защитно-де-
коративной отделки поверхностей металлических и неметаллических материалов, для защиты от коррозии 
при повышенной температуре в щелочной среде и в растворах органических кислот, в качестве подслоя 
для получения покрытий другими металлами на сталь, для повышения твердости и износостойкости поверх-
ности, улучшения паяемости. Данные покрытия получают из водных слабокислых, а также из слабощелочных 
комплексных электролитов. В настоящем обзоре проанализированы литературные данные по комплексо-
образованию никеля(+2) с D-глюконат-ионом CH2OH(CHOH)4COO‾, а также рассмотрены составы и некоторые 
технологические характеристики комплексных D-глюконатных растворов для гальванического и химического 
никелирования. Например, из электролита с рН 8, содержащего 53 г/дм3 NiSO4·6H2O, 44 г/дм3 D-C6H11O7Na,  
25 г/дм3 H3BO3, 53 г/дм3 (NH4)2SO4 и 0,5–3 г/дм3 CO(NH2)2, при температуре 25 °C, катодной плотности тока 2,5 А/дм2  
с выходом по току 96,4% получают коррозионностойкое гладкое светлое гальваническое покрытие никелем, 
хорошо сцепленное с медной основой. Из раствора с рН 9, содержащего 5–30 г/дм3 NiSO4·6H2O, 10–60 г/дм3  

D-C6H11O7Na, 5–40 г/дм3 NaH2PO2 ·H2O, 3 г/дм3 HOOCCH2CH2COOH, 0,5 г/дм3 CH3(CH2)11OSO3Na, 0,002 г/дм3  

Pb(CH3COO)2 ·3H2O, при температуре 90 °C со скоростью до 0,75 мкм/мин получают химическое покрытие сплавом 
Ni-P(3–18 масс.%) на меди. В обзоре также обсуждаются способы приготовления D-глюконатных электролитов 
никелирования с использованием D-глюконата натрия, D-глюконо-1,5-лактона, D-глюконата никеля. Одним 
из достоинств D-глюконатных растворов никелирования является то, что D-глюконаты нетоксичны и имеют 
невысокую стоимость.

Ключевые слова: комплексообразование, глюконатный электролит, гальваническое никелирования, химическое 
никелирование, химический состав электролита, приготовление электролита

Для цитирования: Афонин Е.Г. Глюконатные растворы для электрохимического и химического никелирования // 
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Abstract. Nickel electroplating has found a wide range of industrial applications as a technique for creating protective 
and decorative coatings of metallic and non-metallic surfaces, protecting materials against corrosion at elevated 
temperatures in both alkaline environments and organic acid solutions, forming a sublayer for obtaining coatings of 
other metals on steel, enhancing the hardness and wear resistance of surfaces, as well as for improving solderability. 
Such coatings can be obtained from weakly acidic aqueous and weakly alkaline complex electrolytes. In this review, we 
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analyze the available literature on complexation of nickel(+2) with D-gluconate ion CH2OH(CHOH)4COO‾, along with that 
on compositions and some technological characteristics of complex D-gluconate solutions for nickel electrodeposition 
and electroless plating. Thus, a corrosion-resistant smooth light-colored nickel coating, tightly adhered to a copper 
substrate, was obtained from an electrolyte with a pH level of 8, containing 53 g/dm3 of NiSO4·6H2O, 44 g/dm3 of 
D-C6H11O7Na, 25 g/dm3 of H3BO3, 53 g/dm3 of (NH4)2SO4, and 0.5–3 g/dm3 of CO(NH2)2, at a temperature of 25 °C, a 
cathodic current density of 2.5 A/dm2 with a current efficiency of 96.4%. An electroless Ni-P(3–18 wt%) alloy coating 
on copper was obtained from a solution with a pH level of 9, containing 5–30 g/dm3 of NiSO4·6H2O, 10–60 g/dm3 
of D-C6H11O7Na, 5–40 g/dm3 of NaH2PO2 ·H2O, 3 g/dm3 of HOOCCH2CH2COOH, 0.5 g/dm3 of CH3(CH2)11OSO3Na,  
0.002 g/dm3 of Pb(CH3COO)2·3H2O, at a temperature of 90 °C and a deposition rate of up to 0.75 μm/min. The review 
also discusses methods for preparing D-gluconate electrolytes for nickel plating using sodium D-gluconate, D-glucono-
1,5-lactone, and nickel D-gluconate. One advantage of D-gluconate nickel plating solutions consists in the absence of 
toxicity and low cost of D-gluconates.

Keywords: complex formation, gluconate electrolyte, nickel electrodeposition, electroless nickel plating, electrolyte 
composition, electrolyte preparing method

For citation: Afonin E.G. Gluconate solutions for nickel electrodeposition and nickel electroless plating. Proceedings of Univer-
sities. Applied Chemistry and Biotechnology. 2024;14(3):298-304. (In Russian). DOI: 10.21285/achb.925. EDN: NOXMES.

ВВЕДЕНИЕ
Гальванические покрытия никелем получают из 

водных слабокислых электролитов (хлоридных, фто-
ридных, сульфатных, сульфатно-хлоридных, тетрафто-
роборатных, гексафторосиликатных, сульфаматных, 
перхлоратных, метансульфонатных, бензолсульфонатных, 
нафталинсульфонатных, сульфосалицилатных, форми-
атных, ацетатных и других), а также из слабощелочных 
комплексных  электролитов (аммиачных, этилендиами-
новых, триэтаноламиновых, дифосфатных, фосфонатных, 
оксалатных, дикарбоксилатных, лактатных, тартратных, 
цитратных, этилендиаминтетраацетатных и других).

Анион D-глюконовой кислоты CH2OH(CHOH)4COO‾ 
(глюконат-ион) (рисунок) образует в слабокислой, ней-
тральной и щелочной средах комплексы с катионами 
многих металлов, что используется при разработке 
водных комплексных электролитов, применяемых 
для получения покрытий металлами, в том числе и 
никелем. В настоящей работе рассмотрены составы 
D-глюконатных электролитов гальванического никели-
рования, созданных для промышленности, и некоторые 
технологические свойства электролитов и никелевых 
покрытий. В статье также дан обзор D-глюконатных 
растворов химического никелирования.

Структурные формулы D-глюконовой кислоты и D-глюконатных комплексов никеля(+2) в водном растворе
Structural formulas of D-gluconic acid and of nickel(+2) D-gluconate complexes in aqueous solution
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ДИССОЦИАЦИЯ D-ГЛЮКОНОВОЙ КИСЛОТЫ 
И КОМПЛЕКСООБРАЗОВАНИЕ КАТИОНА 
НИКЕЛЯ(+2) С D-ГЛЮКОНАТ-ИОНОМ  
В ВОДНОМ РАСТВОРЕ 
D-Глюконовая кислота (C6H12O7) ведет себя в 

водном растворе как слабая одноосновная карбо-
новая кислота c показателем константы диссоциации  
pKдисс. = 3,48±0,06 (t = 25 °С, I = 1,0 – NaClO4) [1],  
pKдисс. = 3,30±0,02 (t комнатная, I = 0,1 – NaClO4) [2], 
pKдисс. = 3,372±0,003 (t = 25 °С, I = 1,0 – NaNO3) [3],  
pKдисс. = 3,709±0,004 (t = 25 °С, бесконечное разбавление) [3]:

CH2OH(CHOH)4COOH ⇄ CH2OH(CHOH)4COO‾+ H+ .

В водном растворе D-глюконовая кислота (см. 
рисунок) находится в равновесии с D-глюконо-1,5-
лактоном (см. рисунок) и D-глюконо-1,4-лактоном. При 
pH выше 2,5 в растворе из двух изомеров содержится 
только D-глюконо-1,5-лактон, при рН ниже 2,0 растет 
доля D-глюконо-1,4-лактона, хотя D-глюконо-1,5-лактон 
и преобладает [2]. 

D-Глюконовая кислота реагирует с основаниями, 
образуя соли – глюконаты (см. рисунок):

CH2OH(CHOH)4COOH + NaOH ⇄ CH2OH(CHOH)4COONa + H2O;

CH2OH(CHOH)4COOH + KOH ⇄ CH2OH(CHOH)4COOK + H2O;

CH2OH(CHOH)4COOH + NH4OH ⇄ CH2OH(CHOH)4COONH4 + H2O.

В сильнощелочной среде (рН выше 12) с увеличением 
рН растет доля аниона C6H10O7

2-, в котором дополни-
тельно депротонирован гидроксил одной из спиртовых 
групп [2].

В водном растворе, содержащем катионы никеля(+2) 
и D-глюконат-ионы, в слабокислой среде (рН 4,5–7,0) 
образуются комплексы [NiC6H11O7]+ с lgKуст. = 1,8 (где 
Kуст. – константа устойчивости) [4–6], а также [NiC6H10O7] 
[5] и [Ni(C6H11O7)2] (см. рисунок). При рН 7–9 образуются 
плохо растворимые в воде гидроксо-D-глюконатные 
соединения никеля(+2) Ni2(OH)3(C6H11O7) [4], а при 
избытке лиганда в растворе преобладает комплекс 
[Ni(C6H10O7)2]2- (см. рисунок) [7].

ХИМИЧЕСКИЙ СОСТАВ И СВОЙСТВА  
ГЛЮКОНАТНЫХ ЭЛЕКТРОЛИТОВ  
ГАЛЬВАНИЧЕСКОГО НИКЕЛИРОВАНИЯ 
Для практического применения разработаны 

электролиты, состав и технологические характери-
стики которых представлены в табл. 1. Слабокислые 
электролиты никелирования (1–5)1 содержат ком-
плекс [Ni(C6H11O7)]+, а также борную кислоту и соли 
аммония для поддержания постоянного значения рН. 
Нейтральный электролит (7) является билигандным 
глюконатно-цитратным; введение в него первичных 
блескообразователей по 0,5–2 г/дм3 2-бутин-1,4-диола 
или 2-бутен-1,4-диола дает возможность получать 
никелевые покрытия с высокой отражательной спо-
собностью, а дополнение электролита блескообра-
зователями 0,5–3 г/дм3 кумарина или 1,0–4,0 г/дм3 

аллилсульфоната натрия – полублестящие покрытия 
никелем [8]. Электролиты (1) и (6) обеспечивают 
катодный выход никеля по току ~95% при высоком 
качестве покрытия [9, 10]. 

СОСТАВ И СВОЙСТВА ГЛЮКОНАТНЫХ  
РАСТВОРОВ ХИМИЧЕСКОГО НИКЕЛИРОВАНИЯ
Абнер Бреннер и Грейс Ридделл [14] в 1947 г. 

сообщили, что в присутствии глюконовой кислоты хими-
ческое осаждение никелевого покрытия под действием 
гипофосфита натрия протекает с незначительной ско-
ростью. Тем не менее позднее было создано несколько 
D-глюконатных растворов для получения покрытий 
никелем и его сплавами с фосфором или бором безэ-
лектролизным (химическим) методом [15–19] (табл. 2).

Из слабокислых (2–4) или слабощелочных (1, 4) 
D-глюконатных и слабокислого D-глюконатно-цитратного 
(5) растворов химического никелирования, в которых 
восстановителем является гипофосфит натрия NaH2PO2, 
получают покрытия сплавом Ni-P:

[Ni(D-C6H11O7)]+ + 2H2PO2‾ + 2H2O → Ni(P) + 2H2PO3‾ + H2 + D-C6H12O7 + H+;

[Ni(D-C6H11O7)2] + 2H2PO2‾ + 4OH‾ → Ni(P) + 2HPO3
2– + H2 + 2D-C6H11O7‾ + 2H2O;

{Ni[(OOCCH2)2C(OH)(COOH)][D-C6H11O7]}‾ + 2H2PO2‾ + 2H2O → 

→ Ni(P) + 2H2PO3‾ + H2 + [(HOOCCH2)(OOCCH2)C(OH)(COOH)]‾ + D-C6H12O7.

В щелочном D-глюконатном растворе (6) с тетра-
гидридоборатом натрия NaBH4 и гидразином N2H4 в 
качестве восстановителей получают блестящее хими-
ческое покрытие никелем: 
2[Ni(D-C6H10O7)2]2– + BH4‾ + 4H2O → 2Ni + 2H2 + [B(OH)4]‾ + 4D-C6H11O7‾.

ПРИГОТОВЛЕНИЕ ГЛЮКОНАТНЫХ  
ЭЛЕКТРОЛИТОВ НИКЕЛИРОВАНИЯ
Глюконатные электролиты никелирования обычно 

готовят используя растворимые в воде соли никеля 
(NiSO4·6 или 7H2O CAS 10101-97-0, ГОСТ 4465-74, 
М (для 7H2O) = 280,87 г/моль; NiCl2 ·6H2O CAS 7791-
20-0, ГОСТ 4038-79, М = 237,70 г/моль; Ni(NO3)2 ·6H2O 
CAS 13478-00-7, ГОСТ 4055-70, M = 290,80 г/моль; 
Ni(HCOO)2 ·2H2O CAS 15994-70-9, ТУ 6-09-743-77,  
M = 184,77 г/моль; Ni(CH3COO)2 ·4H2O CAS 6018-89-9, ТУ 
6-09-3848-75, М = 248,85 г/моль) и D-глюконаты щелочных 
металлов (NaC6H11O7 CAS 527-07-1, M = 218,14 г/моль;  
KC6H11O7 CAS 299-27-4, М = 234,25 г/моль):

NiCl2 + KC6H11O7 → [Ni(C6H11O7)]Cl + KCl;

Ni(CH3COO)2 + 2NaC6H11O7 → [Ni(C6H11O7)2] + 2CH3COONa; 

 NiSO4 + 2NaC6H11O7 + 2NaOH → Na2[Ni(C6H10O7)2] + Na2SO4 + 2H2O.

Можно взять также D-глюконовую кислоту (C6H12O7·H2O 
CAS 526-95-4, M(б.в.) = 196,16 г/моль), но значительно 
чаще применяют ее 45–50%-й водный раствор, а также 
D-глюконат аммония (C6H11O7NH4 CAS 19222-41-4,  
M = 213,19 г/моль), D-глюконо-1,5-лактон (C6H10O6 CAS 90-80-2,  
М = 178,14 г/моль). Растворением 3Ni(OH)2·2NiCO3·4H2O 
(CAS 12244-51-8, ГОСТ 4466-78) в водном растворе 
D-глюконовой кислоты или D-глюконо-1,5-лактона получают 
водный раствор D-глюконата никеля [20, 21]:

Ni2(OH)2CO3 + 4C6H12O7 → 2[Ni(C6H11O7)2] + 3H2O + CO2.
Известен хорошо растворимый в воде кристалло-

гидрат D-глюконата никеля Ni(C6H11O7)2 ·nH2O, n = 3 или 2  
(CAS 71957-07-8) [21–23], который можно исполь-
зовать для приготовления D-глюконатных электролитов 

1Здесь и далее в круглых скобках указаны номера электролитов/растворов из табл. 1, 2.
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Таблица 1. Химический состав и некоторые технологические характеристики D-глюконатных электролитов  
гальванического никелирования

Table 1. Chemical compositions and some technological characteristics of D-gluconate electrolytes for nickel electrodeposition

№ Компоненты  
электролита

Концентрации 
компонентов, 

моль/дм3
рН t, °С iк, А/дм2 ηк, %

Свойства никелевого 
покрытия и электролита Источник

1
NiSO4

NaC6H11O7

0,144

0,23
4,3 40 1 ~92

Блестящее покрытие 
никелем,  

отлично сцепленное 
с медной основой.  

Рассеивающая  
способность  

электролита – 7,0%

[9]

2

NiSO4

NiCl2

NaC6H11O7

H3BO3

0,125

0,125

0,25

0,25

6,0 21–23 – 50–75

Покрытие никелем 
с гладкой или с подобной 

«цветной капусте» 
поверхностью 

[11]

3

NiSO4

NaC6H11O7

H3BO3

(NH4)2SO4

0,1

0,2

0,5

0,5

3,5 Комнатная – 34–47
Плотное беспористое 

покрытие никелем 
с сетью микротрещин

[12]

4

NiCl2

NaC6H11O7

H3BO3

NH4Cl

0,1

0,2

0,5

0,5

3,5 Комнатная – 36–55
Плотное беспористое 

покрытие никелем 
с сетью микротрещин

[12]

5

NiSO4

NaC6H11O7

H3BO3

NH4Cl

0,1

0,2

0,5

0,5

3,5 20–22 4,0 35,0
Плотное беспористое 

покрытие никелем 
с сетью микротрещин

[13]

6

NiSO4

NaC6H11O7

H3BO3

(NH4)2SO4

(C6H5NH3)2SO4

или CO(NH2)2

или C6H5SO2NClNa·3H2O

0,2

0,2

0,4

0,4

0,002–0,0097

0,0083–0,033

0,002–0,0093

8 25 2,5 96,4

Гладкое светлое  
покрытие никелем, 
хорошо сцепленное  

с основой 

[10]

7

NiSO4

NiCl2

NaC6H11O7

Na3C6H5O7

(NH4)2SO4

2-Бутин-1,4-диол

0,54

0,125

0,137

0,476

0,257

0,0058–0,023

6,8–7,2 60 4,3 –

Зеркально-блестящее  
покрытие никелем 

без трещин, хорошо  
сцепленное с основой  
из алюминия, цинка,  

железа, меди и их 
сплавов. Рассеивающая  
способность электролита 

отличная

[8]

Примечание. t – рабочая температура электролита; iк – катодная плотность тока; ηк – катодный выход по току.
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Таблица 2. Состав и некоторые технологические характеристики D-глюконатных растворов химического никелирования

Table 2. Chemical compositions and some technological characteristics of D-gluconate solutions for nickel electroless plating

№ Компоненты 
раствора

Концентрации  
компонентов, г/дм3 рН t, °С d.r., мкм/мин Химический  

состав покрытия Источник

1

NiSO4·7H2O

NaC6H11O7

NaH2PO2 ·H2O

H3BO3

Pb2+

35,9

110

25

30

0,010

9 79–81 0,22 Сплав Ni-P [16]

2

NiSO4·7H2O

NaC6H11O7

NaH2PO2 ·H2O

H3BO3 

Глюконат сурьмы(+3) 
(в пересчете на Sb)

35,9

60

20

15

0,100

5,0 79–81 –
94,5 масс.% Ni, 

4,5 масс.% P, 
2 масс.% Sb

[16]

3

NiSO4·7H2O

NaC6H11O7

NaH2PO2 ·H2O

H3BO3  
Глюконат сурьмы(+3)  
(в пересчете на Sb)

35,9

120

20

30

0,200

5,0 79–81 –
93 масс.% Ni, 

4 масс.% P, 
3,3 масс.% Sb

[16]

4

NiSO4·6H2O

NaC6H11O7

NaH2PO2 ·H2O

HOOCCH2CH2COOH

CH3(CH2)11OSO3Na

Pb(CH3COO)2 ·3H2O

5–30

10–60

5–40

3

0,5

0,002

5–10 50–100 0,11–0,75

Аморфные сплавы  
Ni-P с содержанием  

фосфора 3–8,5  
или 3–18 масс.%

[17]

5

NiSO4·6H2O

NaC6H11O7

NaH2PO2 ·H2O

CH3COOH

Na3C6H5O7·2H2O

Pb2+

28

20

35

1,4

44

Cледы

5,5 85–89 0,20

Гомогенное  
покрытие сплавом  
Ni-P(13 масс.%) без  
трещин с хорошей  
адгезией к основе

[18]

6

Ацетат никеля

NaC6H11O7 

NaBH4

H3BO3 

N2H4·H2SO4

NH3 и NaOH

2,5

4,5

0,25

1,25

0,25

До достижения рН

10–12,5 – –

Однородное  
покрытие никелем  
с металлическим  

блеском

[19]

Примечание. t – рабочая температура электролита; d.r. – скорость осаждения покрытия.
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никелирования, не содержащих иных анионов кроме 
D-глюконата: 

Ni(C6H11O7)2·3H2O + 2NaOH → Na2[Ni(C6H10O7)2] + 5H2O;

Ni(C6H11O7)2·3H2O + 2NH4OH + 2KOH → K2[Ni(NH3)2(C6H10O7)2] + 7H2O;

Ni(C6H11O7)2·3H2O + H2NCH2CH2NH2 → [Ni(H2NCH2CH2NH2)(C6H11O7)2] + 3H2O.

D-Глюконовая кислота имеет очень высокую рас-
творимость в воде (~600 г/дм3 при 25 °С), D-глюконаты 
щелочных металлов и аммония легко растворимы в 
воде, например, растворимость D-глюконата натрия 
(г/100 г воды) составляет 50,0 (9,3 °С), 59,9 (24,6 °С), 
71,0 (38,0 °С), 80,0 (47,2 °С) [24, 25], растворимость 
D-глюконата аммония – 31,6 г/100 г воды при 25 °С [25].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
D-Глюконат-ион является лигандом, связывающим 

катионы никеля(+2) в термодинамически умеренно 
устойчивые комплексы в слабокислой, нейтральной и 
слабощелочной средах. Это дало возможность создать на 
их основе значительное число электролитов для гальва-

нического никелирования и растворов для химического 
никелирования.

Разработанные глюконатные электролиты позволяют 
получать качественные покрытия никелем на стали, 
меди, алюминии и некоторых других металлах с высоким 
выходом по току. Одним из достоинств таких электролитов 
является низкая токсичность и невысокая стоимость 
глюконатов. 

Целесообразно продолжить работу по созданию новых 
водных электролитов для гальванического никелиро-
вания, содержащих D-глюконатные комплексы никеля(+2) 
в сочетании с веществами, влияющими на качество 
покрытия никелем, процесс растворения анода, например 
полилигандных электролитов никель(+2) – D-глюконат – 
триэтаноламин, никель(+2) – D-глюконат – аминоуксусная 
кислота, никель(+2) – D-глюконат – диэтилентриамин, а 
также новых D-глюконатных растворов для химического 
никелирования (и покрытия сплавами никель – бор) 
с гидразином, гидразиндибораном, диметиламино-
бораном, пиридинбораном и другими подходящими 
восстановителями.
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Синтез привитых сополимеров трескового коллагена  
и акриламидов в присутствии системы  

алкилборан – п-хинон

Ю.Л. Кузнецова* , К.С. Гущина*, К.С. Лобанова*, В.О. Румянцева*, 
М.Н. Егорихина**, Е.А. Фарафонтова**, Ю.П. Рубцова**, Л.Л. Семенычева*
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Нижний Новгород, Российская Федерация
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здравоохранения Российской Федерации, Нижний Новгород, Российская Федерация

Аннотация. Была исследована привитая полимеризация акриламида и N-изопропилакриламида на коллаген 
в присутствии комплекса триэтилбор–гексаметилендиамин и ряда п-хинонов: бензохинона, нафтохинона, 
2,5-ди-трет-бутил-п-бензохинона и дурохинона. Во всех случаях п-хиноны ведут себя как замедлители полиме-
ризации и снижают конверсию мономера. Исключением является привитая полимеризация акриламида на 
коллаген в присутствии бензохинона, который проявляет себя ингибитором полимеризации. Доля синтетиче-
ского фрагмента в полученных сополимерах определяется строением мономера и п-хинона. Кривые молеку-
лярно-массового распределения содержат моды, относящиеся к непрореагировавшему коллагену, значительно 
отличающиеся по интенсивности от исходного коллагена. Это обусловлено образованием привитого сополимера 
сшитой структуры, который нельзя проанализировать методом гель-проникающей хроматографии. Разру-
шение сополимеров под действием ферментов контролировали методом гель-проникающей хроматографии. 
Ферментативный гидролиз сополимеров протекает медленнее, чем коллагена, что подтверждает образование 
сополимера. Через 3 часа после начала гидролиза кривые молекулярно-массового распределения содержат 
низкомолекулярные моды коллагена и моды низкой интенсивности, относящиеся к полиакриламидам. Морфо-
логия сополимеров отличается от морфологии коллагена и полиакриламидов. Оценка цитотоксичности – важный 
этап исследований сополимеров, позволяющий рассматривать их как основу материалов для регенеративной 
медицины. Анализ экстрактов, полученных из сополимеров при помощи культуральной среды, методом МТТ-теста 
показал высокий ранг токсичности. Разведение экстрактов сополимеров коллагена и N-изопропилакриламида 
водными растворами приводит к ее снижению. Для сополимеров коллагена и акриламида токсичность сохра-
няется, что обусловлено высокой токсичностью мономера. Снижение токсичности сополимеров возможно 
после экстракции непрореагировавшего акриламида хлороформом.

Ключевые слова: коллаген, акриламид, N-изопропилакриламид, алкилборан, п-хинон, привитой сополимер
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Synthesis of grafted copolymers  
of cod collagen and acrylamides in the presence  

of alkylborane – p-quinone system
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Abstract. The graft polymerization of acrylamide and N-isopropylacrylamide onto collagen in the presence of triethylboro-
hexamethylenediamine complex and a number of p-quinones, including benzoquinone, naphthoquinone, 2,5-di-tret-
butyl-p-benzoquinone, and duroquinone, was studied. In all cases, p-quinones act as polymerization retarders, 
reducing monomer conversion. An exception is the graft polymerization of acrylamide onto collagen in the presence 
of benzoquinone, which acts as a polymerization inhibitor. The proportion of the synthetic fragment in the obtained 
copolymers is determined by the structure of the monomer and p-quinone. The molecular weight distribution curves 
contain modes related to unreacted collagen, which differ significantly from those of the initial collagen in terms of 
intensity. This is related to the formation of a grafted copolymer of cross-linked structure, which cannot be analyzed 
by gel permeation chromatography. The degradation of copolymers under the action of enzymes was controlled by 
gel permeation chromatography. Enzymatic hydrolysis of copolymers proceeds slower than that of collagen, which 
confirms the formation of a copolymer. Following three hours after the onset of hydrolysis, the molecular weight 
distribution curves contain low-molecular weight modes of collagen and low-intensity modes related to polyacrylamide. 
The morphology of copolymers differs from that of collagen and polyacrylamides. Cytotoxicity evaluation of copolymers 
is an important research stage, determining their prospects as the basis of materials for regenerative medicine. An 
analysis of extracts obtained from the copolymers using culture medium by MTT assay showed a high rank of their 
toxicity, which can be reduced by dilution of collagen and N-isopropylacrylamide copolymer extracts with aqueous 
solutions. For the copolymers of collagen and acrylamide, the toxicity is maintained due to the high toxicity of the 
monomer. Their toxicity can be reduced by extraction of unreacted acrylamide with chloroform.

Keywords: collagen, acrylamide, N-isopropylacrylamide, alkylborane, p-quinone, grafted copolymer
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ВВЕДЕНИЕ
Развитие регенеративной медицины ставит перед 

химиками важную задачу – создание новых тканезаме-
щающих материалов – скаффолдов – для сохранения, 
восстановления и улучшения функционирования повре-
жденных тканей и органов. Такие материалы должны быть 
биосовместимыми, биоразлагаемыми, нетоксичными, 
биологически активными, а также иметь определенную 
структуру, которая позволит клеткам расти внутри скаф-
фолда [1, 2]. В настоящее время предложено множество 
скаффолдов из различных природных и синтетических 
полимеров. Важное место среди них занимают коллаге-
новые материалы [3–11]. Белковая структура коллагена 
имеет высокую степень пористости, гидратированности 
и микроволокнистую структуру, за счет которой соз-

дается достаточно обширная площадь поверхности для 
прикрепления клеток, что обеспечивает их миграцию 
и условия для поддержания жизнедеятельности [7, 8]. 
Коллаген обладает хорошей биосовместимостью, 
так как является самым распространенным белком 
в организмах млекопитающих. Наибольший интерес 
представляет морской (рыбный) коллаген [5, 12–17]. 
Он на 96% идентичен человеческому, поэтому ткане-
замещающие материалы на его основе не вызывают 
аллергических реакций. Морские животные не являются 
переносчиками заболеваний, опасных для человека. 
Кроме того, использование материалов на основе 
рыбного коллагена не противоречит религиозным 
представлениям. Все перечисленное делает морской 
коллаген незаменимым компонентом материалов 
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регенеративной медицины, однако он имеет низкие 
показатели механических свойств [18], важные в случае 
твердых скаффолдов, и слабую гелеобразующую спо-
собность, необходимую для получения гелеобразных 
материалов. Для улучшения механических свойств 
используются различные приемы: получение сшитых 
структур физическими [19, 20] и химическими [21–31] 
методами; синтез сополимеров, включающих коллаген 
и синтетические полимеры [9, 26–34], в том числе вза-
имопроникающих гелей [26–28, 31]. Введение синтети-
ческих фрагментов в природный полимер значительно 
усиливает механические свойства [18, 31, 33]. Сшитые 
привитые сополимеры могут быть положены в основу 
создания и гелеобразных материалов, в этом плане 
наибольший интерес представляют сополимеры кол-
лагена с полиакриламидами [26–29], что обусловлено 
способностью этих сополимеров образовывать устой-
чивые гидрогели. Обычно их получение проводят под 
действием водорастворимых инициаторов – персуль-
фатов аммония и щелочных металлов [26–31]. 

Другой подход для синтеза сополимеров коллагена и 
синтетических полимеров заключается в использовании 
в качестве инициатора алкилов бора. Алкилбораны в 
сочетании с кислородом позволяют осуществлять при-
витую полимеризацию широкого круга мономеров на 
поверхности природных [34] и синтетических [35, 36] 
полимеров. Данная особенность алкилборанов положена 
в основу создания пломбировочного материала для вос-
становления зубов [37] и акрилатных клеевых композиций 
[38–40], которые образуют прочные композиты, а разрыв 
под нагрузкой происходит по склеиваемому материалу. 
Получены привитые сополимеры коллагена [41–45] или 
денатурированного коллагена – желатина [46–48] с 
полиметилметакрилатом (ПММА) [41, 45–47], полибу-
тилакрилатом (ПБА) [43, 44], полиакриламидом (ПАА) 
[42, 48] в присутствии трибутилбора (ТББ) [41, 42, 45–48] 
и триэтилбора (ТЭБ) [43, 44], а также системы ТББ – 
п-хинон [45, 46]. Во всех случаях образуются сшитые 
сополимеры, что обусловлено способностью алкилборана 
участвовать в стадии инициирования, передачи цепи и 
реинициирования реакционных цепей при радикальной 
полимеризации. Этот эффект усиливается в случае синтеза 
сополимеров желатин–ПММА [46] и коллаген–ПММА 
[45] при одновременном присутствии ТББ и п-хинона.

Целью проведенной работы являлся синтез сшитых 
привитых сополимеров трескового коллагена с ПАА 
и поли-N-изопропилакриламидом (ПНИПА) в присут-
ствии комплекса ТЭБ – гексаметилендиамин (ГМДА) 
и ряда п-хинонов: п-бензохинона (БХ), п-нафтохинона 
(НХ), 2,5-ди-трет-бутил-п-бензохинона (2,5-ДТБХ), дуро-
хинона (ДХ). Главные задачи исследования включали 
подтверждение состава и структуры сополимеров с 
привлечением методов физико-химического анализа, а 
также изучение влияния строения мономера и п-хинона 
на состав, молекулярно-массовые характеристики и 
цитотоксичность сополимеров. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Материалы. Коллаген был получен путем обработки 

кожи трески 3%-м раствором уксусной кислоты (1:5) в 
течение 18 ч по запатентованной методике [49]. Харак-
теристики коллагена: Mn = 244 kDa, Mw = 279 kDa,  
Mz = 304 kDa, PDI = 1,14. Акриламид (АА) очищали пере-

кристаллизацией из бензола, температура плавления – 
84 °С. N-изопропилакриламид (НИПА) (Aldrich, США),  
ТЭБ–ГМДА, ДХ (Aldrich, США), БХ (Aldrich, США) исполь-
зовали без предварительной очистки. НХ («Реахим», Россия) 
очищали перекристаллизацией из петролейного эфира, 
2,5-ДТБХ – перекристаллизацией из диэтилового эфира. 

Привитая полимеризация. Для синтеза сополимера 
коллагена и АА (НИПА) в трехгорлую колбу помещали 30 мл 
1%-й уксуснокислой дисперсии коллагена и нагревали 
на водяной бане до 60 °С в атмосфере аргона. Затем 
добавляли 0,05 г комплекса ТЭБ–ГМДА и выдерживали 
30 мин. После этого в реакционную колбу добавляли 
п-хинон (массы представлены в табл. 1) и 0,3 г АА (НИПА). 
Реакционную смесь выдерживали еще 3 ч при 60 °С. 
Все операции проводили в токе аргона и при посто-
янном перемешивании.

Таблица 1. Массы п-хинонов, использованные 
в синтезе сополимеров коллагена и акриламида 
(N-изопропилакриламида)

Table 1. Masses of p-quinones used in the synthesis  
of collagen and acrylamide (N-isopropylacrylamide) 
copolymers

п-Хинон Масса, г
п-Бензохинон 0,00110
п-Нафтохинон 0,00165
2,5-Ди-трет-бутил-п-бензохинон 0,00230
Дурохинон 0,00170

Определение остаточного мономера, расчет кон-
версии и эффективности прививки. Непрореагировавший 
мономер определяли бромированием по методу Кноппа 
[42]. При вычислении содержания мономера учитывается 
количество брома, идущего на титрование. В мерную 
колбу помещали 1 мл дисперсии из синтеза и 100 мл 
дистиллированной воды. После этого добавляли 25 мл 
бромид-броматного раствора KBr + KBrO3 и 10 мл 10%-го 
раствора HCl. Перемешивали и оставляли в темном 
месте на 2,5 ч. После этого прибавляли 15 мл 10%-го 
раствора KI и оттитровывали выделившийся йод 0,1 н 
раствором тиосульфата натрия Na2S2O3. Аналогично был 
проведен контрольный опыт с дистиллированной водой.

Содержание мономера X, %, вычисляли следующим 
образом:

𝑋𝑋 = (𝑎𝑎 − 𝑏𝑏) × 𝑚𝑚/200 × 𝑚𝑚, 
где a и b – объемы 0,1 н раствора Na2S2O3, израсходо-
ванного на титрование контрольной и анализируемой 
проб соответственно, мл; М – молекулярная масса АА 
(НИПА), г/моль; m – навеска образца сополимера, г.

На основании полученного значения рассчитывали 
массы непрореагировавшего мономера mост.м., г, и 
мономера, вошедшего в состав сополимера mсинт.ч., г, 
а также конверсию мономера Р, %, и эффективность 
прививки ЭП, %, по формулам:

𝑚𝑚ост.м. = 𝑋𝑋 × 𝑚𝑚р.с./100; 
mсинт.ч. = 𝑚𝑚исх.м. −mост.м.; 
𝑃𝑃 = mсинт.ч. × 100/𝑚𝑚исх.м.; 

ЭП = mсинт.ч. × 100/(mсинт.ч. + 𝑚𝑚кол.), 
где X – содержание остаточного мономера в реакци-
онной смеси, %; mр.с. – масса реакционной смеси, г; 
mост.м. – масса непрореагировавшего мономера, г; 
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mисх.м. – начальная масса мономера, использованного 
в синтезе, г; mсинт.ч. – масса мономера, вошедшего в 
состав сополимера, г; ЭП – эффективность прививки, 
%; mкол. – масса коллагена, г.

Гель-проникающая хроматография. Определение 
молекулярно-массовых характеристик уксуснокислых 
дисперсий сополимеров, отобранных из реакционной 
колбы после синтеза, а также водных дисперсий про-
дуктов ферментативного гидролиза сополимеров про-
водили методом гель-проникающей хроматографии 
(ГПХ) с применением высокоэффективного жидкостного 
хроматографа CTO20A/20AC (Shimadzu, Япония) с 
программным модулем LC-Solutions-GPC. Подготовку 
дисперсий для анализа осуществляли путем фильтро-
вания через насадочные полиамидные мембраны с 
диметром пор 0,45 мкм. Разделение проводили с при-
менением колонки Tosoh Bioscience TSKgel G3000SWxl 
с диаметром пор 5 мкм. В качестве детектора исполь-
зовали низкотемпературный светорассеивающий 
детектор ELSD-LT II. Элюентом служил 0,5 М раствор 
уксусной кислоты. Скорость потока 0,8 мл/мин, Т = 30 °С. 
Для калибровки применяли узкодисперсные образцы 
декстрана с диапазоном молекулярных масс 1–410 kDa 
(Fluca, Германия).

Проведение ферментативного гидролиза. Фермен-
тативный гидролиз сополимеров проводили с использо-
ванием коллагеназы и панкреатина (Hubei Maxpharm 
Industries Co, Китай) с протеолитической активностью 
2 Ед/мг. 

Для гидролиза коллагеназой сополимеры пред-
варительно высушивали. Затем к образцу добавляли 
фермент (4 масс.% сополимера) и дистиллированную 
воду (10 мл на 0,1 г сополимера). Смесь выдерживали 
в течение суток. Для гидролиза панкреатином к рас-
твору добавляли 1 м NaOH для нейтрализации кислоты, 
а затем доводили до требуемого объема дистиллиро-
ванной водой. Гидролиз проводили путем добавления 
фермента к полученной смеси при массовом соотно-
шении сополимера и фермента 103:1. Пробы (по 1 мл) 
отбирали через равные промежутки времени (1, 10, 
30, 60 мин и 3 дня) после добавления фермента. Чтобы 
прервать гидролиз, к образцам добавляли 1 мл 4%-го 
раствора уксусной кислоты. 

Смеси, полученные в результате каждого гидролиза, 
отфильтровывали. Оставшийся полимер концентрировали 
и анализировали методом ГПХ.

Растровая электронная микроскопия. Для исследо-
вания сополимеров методом растровой электронной 
микроскопии получали губки путем лиофильного высу-
шивания дисперсии сополимеров после синтеза. Изо-
бражение поверхности губок коллагена и сополимеров 
с нанометровым разрешением получали с помощью 
растрового электронного микроскопа марки JEOL JSM-
IT300LV в режиме низкого вакуума с разрешением 
4,0 нм при ускоряющем напряжении 30 кВ и при 
увеличении от 5 до 2000 крат в пересчете на размер 
отпечатка 10×12 см. 

Оценка цитотоксичности с помощью МТТ-теста. Для 
исследования образцов были использованы дермальные 
фибробласты человека (ДФЧ) 4–6 пассажа. Использо-
валась активная, морфологически однородная культура, 
хорошо адгезирующая на пластик. Иммунофенотип 
клеток культуры соответствовал иммунофенотипу клеток 

мезенхимального ряда, жизнеспособность культуры 
составляла более 97%. ДФЧ с плотностью 10000 на 
1 см2 засеивали в лунки плоскодонного 96-луночного 
планшета в ростовой среде DMEM/F12 с антибиотиками 
(пенициллин – 100 ед/мл; стрептомицин – 100 мкг мл) 
и 10%-й инактивированной телячьей эмбриональной 
сыворотки. Далее клетки культивировали в стандартных 
условиях в течение суток. Через 24 ч во всех лунках 
фиксировали равномерный рост типичных фибробласто-
подобных клеток в виде субконфлюэнтного монослоя. 
После 24 ч культивирования ростовую среду над клетками 
заменяли исследуемыми растворами.

МТТ-тест – это колориметрический метод, осно-
ванный на реакции восстановления тетразолиевого 
красителя бромида 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-ди-
фенил-тетразолиума в нерастворимый формазан. 
Измерение концентрации формазана, отраженной в 
оптической плотности, проводили с использованием 
планшетного ридера Sunrise (Австрия) при длине волны 
540 нм.

Исследуемые образцы в виде пленок, дове-
денных в вакуумном шкафу до постоянной массы, 
помещали в подготовленную ростовую среду  
(DMEM/F12 с растворенными антибиотиками и 2% 
телячьей эмбриональной сыворотки). Образцы, поме-
щенные в ростовую среду, помещали в СО2-инкубатор 
на 24 ч при стандартных условиях (температура – 37 °С, 
концентрация СО2 – 5%). После 24 ч инкубации от 
исследуемых образцов отбирали экстракт и готовили 
серию разведений экстракта с ростовой средой в 
соотношении 1:1, 1:2, 1:4 и 1:8. 

К культуре ДФЧ, посеянных в 96-луночный планшет, 
добавляли различные концентрации экстракта. Каждую 
концентрацию выполняли в 8 лунках. Планшет с 
образцами помещали в СО2-инкубатор на 72 ч.

Через 72 ч в каждую лунку добавляли раствор МТТ 
(20 мкл), далее клетки инкубировали с МТТ в течение 
3 ч в условиях СО2-инкубатора. Раствор МТТ готовили 
в концентрации 5 мг/мл в фосфатном буферном рас-
творе. Через 3 ч инкубации супернатант отбирали, а 
затем замещали на равный объем раствора диметил-
сульфоксида и регистрировали оптическую плотность 
при 540 нм на планшетном ридере.

Относительную интенсивность роста ОИР, %, опре-
деляли по следующей формуле:

ОИР = (средняя ОП в тестовой культуре/  
средняя ОП в контроле) × 100,

где ОП – оптическая плотность.
Сравнивали относительную интенсивность роста 

опытных серий с относительной интенсивностью роста 
контроля, принимая ее за 100%.

Степень выраженности цитотоксичности ранжировали:
– относительная интенсивность роста 100% – 0 ранг;
– относительная интенсивность роста 99–75% – 

1 ранг, отсутствие токсичности;
– относительная интенсивность роста 74–50% – 

2 ранг, легкая степень токсичности;
– относительная интенсивность роста 49–25% – 

3 ранг, средняя степень токсичности;
– относительная интенсивность роста 24–0% – 4 ранг, 

высокая степень токсичности [49].
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Привитая полимеризация метилметакрилата на 

пищевой желатин [46] и морской коллаген [45] в при-
сутствии системы ТББ – п-хинон приводит к образо-
ванию привитых сополимеров сшитой структуры. Сопо-
лимеры коллагена и ПАА синтезировали по методике, 
предложенной в работах [45, 46]. Поскольку триалкил-
бораны самопроизвольно воспламеняются на воздухе, 
использованный в работах [45, 46] ТББ для удобства 
был заменен устойчивым на воздухе комплексом ТЭБ–
ГМДА. Высвобождение ТЭБ из комплекса происходит 
за счет взаимодействия ГМДА с уксусной кислотой, 
присутствующей в дисперсии коллагена (схема 1).

(1) 

Для синтеза использовали предложенные ранее [45] 
для сополимеров коллаген–ПММА п-хиноны: БХ, НХ,  
2,5-ДТБХ и ДХ, различающиеся по строению и реакци-
онной способности [50]. Температура синтеза составляла 
60 °С, так как было показано, что, несмотря на частичную 
денатурацию коллагена при этой температуре, образу-
ющиеся сополимеры коллаген–ПММА [41, 45] и кол-
лаген–ПАА [42] обладают лучшими физико-механиче-
скими свойствами и наименьшей цитотоксичностью. 

Процесс денатурации при 60 °С проходит медленно, 
особенно в том случае, когда параллельно идет функ-
циализация белка [51].

Механизм прививки синтетических полимеров на 
природные предполагает предварительное борирование 
по гидроксильным группам коллагена (схема 2), а затем 
проведение полимеризации по механизму обратимого 
ингибирования (схемы 3–5).

По окончании синтеза была получена прозрачная 
вязкая дисперсия, которую далее анализировали на 
содержание остаточного мономера (табл. 2).

Как видно из табл. 2, введение любого п-хинона при-
водит к снижению конверсии мономера (или отсутствию 
полимеризации в случае АА и БХ), то есть использованные 
п-хиноны замедляют процесс полимеризации. Конверсия 
мономера зависит от строения мономера и п-хинона. 
Так, для НИПА во всех случаях, кроме 2,5-ДТБХ, выход 
полимерного продукта выше, чем для АА. При сополимери-
зации АА количество непрореагировавшего мономера тем 
выше, чем сильнее замедляющее действие п-хинона [50]. 
БХ полностью ингибирует процесс, конверсия мономера 
равна нулю, сополимер не образуется. Близкая законо-
мерность наблюдается в случае НИПА, однако сополимер 
образуется во всех случаях, а 2,5-ДТБХ проявляет замед-
ляющее действие, соизмеримое с БХ. Полимеризация 
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акриловых мономеров в присутствии п-хинонов осущест-
вляется по двум механизмам: обычной радикальной и 
контролируемой радикальной полимеризациям [52]. 
Алкилборан нивелирует ингибирующее действие п-хинона 
[53], так как арилоксильный радикал, образующийся при 
взаимодействии п-хинона с радикалом роста, с высокой 
константой вступает в радикальное замещение на атоме 
бора (см. схему 5). Продукт данной реакции способен 
обратимо гомолитически диссоциировать, высвобождая 
радикал роста и стабильный радикал. Сочетание двух 
механизмов при полимеризации АА, конкурирующих 
и дополняющих друг друга, не позволяет точно оценить 
влияние п-хинонов на выход сополимера. 

Кривые молекулярно-массового распределения (ММР) 
сополимеров коллагена и АА (рис. 1, кривые 2–6), а 

также коллагена и НИПА (рис. 2, кривые 2–6) анало-
гичны кривой ММР коллагена (рис. 1 и 2, кривая 1). Мы 
полагаем, что часть сополимера имеет сшитую структуру 
(см. схемы 3, 4) и остается на фильтре при подготовке 
пробы для анализа методом ГПХ. Интенсивность высо-
комолекулярной моды на кривых ММР сополимеров 
значительно ниже, чем для исходного коллагена (см. рис. 
1 и 2, кривую 1). Высокомолекулярная мода (см. рис. 
1 и 2, кривые 2–6) относится к непрореагировавшему 
коллагену, а низкомолекулярная соответствует фракции 
в исходном полимере, не претерпевающей изменения 
при гидролизе коллагена [41, 54] или его модификации 
[41, 42, 45]. Следует отметить, что высокомолекулярный 
продукт, полученный в присутствии АА и БХ, не является 
сополимером, так как конверсия мономера равна нулю. 

Таблица 2. Содержание остаточного мономера и доля привитого полимера в сополимере

Table 2. Residual monomer content and grafted polymer proportion in the copolymer

Мономер Хинон Масса непрореагиро-
вавшего мономера, г Конверсия, % Эффективность 

прививки, %

Акриламид

– 0,1619 46,0 31,5
п-Бензохинон 0,3299 0,0 0,0
п-Нафтохинон 0,2940 2,0 2,0
2,5-Ди-трет-бутил-п-бензохинон 0,2136 29,0 22,4
Дурохинон 0,2362 21,0 17,5

N-Изопропилакриламид

– 0,0147 95,0 48,7
п-Бензохинон 0,2707 9,8 8,9
п-Нафтохинон 0,2436 18,8 15,8
2,5-Ди-трет-бутил-п-бензохинон 0,2765 7,8 7,3
Дурохинон 0,1786 40,5 28,8

Примечание. Исходные массы: коллаген – 0,3 г; мономер – 0,3 г; триэтилбор–гексаметилендиамин – 0,05 г.  
Концентрация п-хинона – 0,25 мол.% относительно мономера.

4,2 4,6 5 5,4 5,8

lg M

1 2 3 4 5 6

4,2 4,6 5 5,4 5,8

lg M

1 2 3 4 5 6

Рис. 1. Кривые молекулярно-массового распределения 
сополимеров коллагена и акриламида, синтезированных  
в присутствии комплекса триэтилбор–гексаметилендиамин 
и п-хинона: 1 – коллаген; 2 – отсутствие хинона;  
3 – п-бензохинон; 4 – п-нафтохинон;  
5 – 2,5-ди-трет-бутил-п-бензохинон; 6 – дурохинон
Fig. 1. Molecular mass distribution curves of collagen  
and acrylamide copolymers synthesized in the presence  
of triethylbor–hexamethylenediamine complex and p-quinone:  
1 – collagen; 2 – absence of quinone; 3 – p-benzoquinone;  
4 – p-naphthoquinone; 5 – 2,5-di-tert-butyl-p-benzoquinone; 
6 – duroquinone

Рис. 2. Кривые молекулярно-массового распределения 
сополимеров коллагена и N-изопропилакриламида, 
синтезированных в присутствии комплекса триэтилбор–
гексаметилендиамин и п-хинона: 1 – коллаген;  
2 – отсутствие хинона; 3 – п-бензохинон; 4 – п-нафтохинон; 
5 – 2,5-ди-трет-бутил-п-бензохинон; 6 – дурохинон
Fig. 2. Molecular mass distribution curves of collagen and 
N-isopropylacrylamide copolymers synthesized  
in the presence of triethylbor–hexamethylenediamine 
complex and p-quinone: 1 – collagen;  
2 – absence of quinone; 3 – p-benzoquinone;  
4 – p-naphthoquinone; 5 – 2,5-di-tert-butyl-p-benzoquinone; 
6 – duroquinone

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour


311

Кузнецова Ю.Л., Гущина К.С., Лобанова К.С. и др. Синтез привитых сополимеров трескового коллагена… 
Kuznetsova Yu.L., Gushchina K.S., Lobanova K.S., et al. Synthesis of grafted copolymers of cod collagen… 

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour 

4,2 4,5 4,8 5,1 5,4 5,7

lg M

1 2 3 4 5 6

Рис. 3. Кривые молекулярно-массового распределения 
продуктов ферментативного гидролиза панкреатином 
сополимеров коллагена и акриламида, полученных 
в присутствии инициирующей системы триэтилбор–
гексаметилендиамин – 2,5-ди-трет-бутил-п-бензохинон:  
1 – исходный; 2 – 1 мин; 3 – 10 мин; 4 – 30 мин;  
5 – 60 мин; 6 – 3 дня
Fig. 3. Molecular weight distribution curves of the products  
of enzymatic hydrolysis of collagen and acrylamide copolymers  
by pancreatin obtained in the presence of the initiating system 
triethylbor–hexamethylenediamine – 2,5-di-tret-butyl-p-
benzoquinone: 1 – initial; 2 – 1 min;  3 – 10 min; 4 – 30 min; 
5 – 60 min; 6 – 3 days

4,2 4,5 4,8 5,1 5,4 5,7

lg M

1 2 3 4 5 6

Рис. 4. Кривые молекулярно-массового распределения 
продуктов ферментативного гидролиза панкреатином 
сополимеров коллагена и N-изопропилакриламида, 
полученных в присутствии инициирующей системы 
триэтилбор–гексаметилендиамин –  
2,5-ди-трет-бутил-п-бензохинон: 1 – исходный; 2 – 1 мин;  
3 – 10 мин; 4 – 30 мин; 5 – 60 мин; 6 – 3 дня
Fig. 4. Molecular weight distribution curves of the products  
of enzymatic hydrolysis of collagen and N-isopropylacrylamide 
copolymers by pancreatin obtained in the presence  
of the initiating system triethylbor–hexamethylenediamine –  
2,5-di-tret-butyl-p-benzoquinone: 1 – initial; 2 – 1 min;  
3 – 10 min; 4 – 30 min; 5 – 60 min; 6 – 3 days

Снижение интенсивности высокомолекулярной моды 
коллагена обусловлено образованием сшитой структуры 
под действием системы ТЭБ–ГМДА – БХ, которая осу-
ществляется по схемам, аналогичным схемам 2–5. 
Разница заключается в том, что БХ взаимодействует с 
радикальным центром на поверхности коллагена, а не 
с привитым полиакриламидным радикалом (схема 4). 

Предположение об образовании сшитой структуры 
подтверждают последующие эксперименты. Был про-
веден ферментативный гидролиз образцов, в результате 
которого под действием фермента разрушаются 
пептидные связи коллагена, а цепи синтетического 
полимера остаются нетронутыми. Анализ гидролизатов 
сополимеров становится возможным, так как разру-
шается сшитая структура сополимера. В отобранных 
в процессе гидролиза пробах водного раствора сопо-
лимера анализ ГПХ показывает, что высокомолеку-
лярная мода на кривой ММР постепенно исчезает 
(рис. 3, 4), остается мода, отвечающая низкомолеку-
лярной фракции коллагена, которая не подвергается 
гидролизу со значениями молекулярной массы ~25 
кДа и соответствует продуктам ферментативного 
гидролиза рыбного коллагена в ранее проведенных 
экспериментах [41, 54]. Изменения площадей под 
кривыми ММР исходных сополимеров и их гидролизатов 
представлены на рис. 5. Если сравнивать полученные 
результаты гидролиза сополимера с таковыми для 
коллагена [54], то очевидно заметное уменьшение 
скорости гидролиза сополимеров в сравнении с колла-
геном. И даже через 3 дня сохраняются моды низкой 
интенсивности, которые можно отнести к не подвер-
гнувшимся гидролизу ПАА (см. рис. 3, кривую 6) или 
ПНИПА (см. рис. 4, кривую 6). Хорошо известно, что 

протеолитические ферменты гидролизуют связи белков, 
образованные аргинином и лизином [55]. Привитые к 
макромолекуле коллагена синтетические фрагменты, 
видимо, не препятствуют гидролизу пептидных макро-
молекул по тем же связям. Тем не менее стерические 
затруднения, связанные с прививкой синтетических 
фрагментов на коллаген, замедляют этот процесс 
гидролиза. Подобное изменение скорости гидролиза 
наблюдалось ранее при ферментативном разрушении 
привитого сополимера ММА–рыбный коллаген [45]. 
Молекулярная масса ПНИПА ниже, чем молекулярная 
масса ПАА, а при соизмеримых значениях конверсии 
двух мономеров число привитых полимерных цепей 
ПНИПА больше, чем ПАА. В связи с этим в случае ПАА 
остается больше непрореагировавшего коллагена 
(см. рис. 1, 2).

Морфология сополимеров коллагена и АА и коллагена 
и НИПА (рис. 6, b и 7, b) отличается от морфологии 
коллагена (рис. 6, а и 7, а), а также от морфологии 
входящих в состав ПАА (рис 6, с) и ПНИПА (рис. 7, с). 
Свойство ПАА и ПНИПА поглощать и удерживать воду 
передается сополимерам, в состав которых они входят. 
В процессе лиофильной сушки из-за медленного уда-
ления воды происходит «слипание» фрагментов сопо-
лимера в чешуйки разного размера, что приводит к 
визуальному уплотнению продукта на микрофотографии 
(см. рис. 6, b и 7, b). 

Основным возможным способом применения полу-
ченных сополимеров является создание материалов для 
регенеративной медицины. В связи с этим необходима 
оценка цитотоксичности полученных образцов. Была 
исследована токсичность сополимеров коллагена с АА 
и коллагена с НИПА в присутствии 2,5-ДТБХ. 
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Рис. 5. Площади, ограниченные кривыми молекулярно-массового распределения, для гидролизатов сополимеров коллаген–
полиакриламид (а) и коллаген–поли-N-изопропилакриламид (b) с молекулярной массой 250–300 кДа (1) и 25 кДа (2)
Fig. 5. Areas bounded by molecular mass distribution curves for hydrolysates of collagen–polyacrylamide (a) and collagen–
poly-N-isopropylacrylamide (b) copolymers with molecular weight of 250–300 kDa (1) and 25 kDa (2)

Рис. 6. Полученные методом растровой электронной микроскопии изображения морфологии лиофильно высушенных 
образцов коллагена (а), сополимера коллаген–полиакриламид, синтезированного в присутствии системы триэтилбор–
гексаметилендиамин – 2,5-ди-трет-бутил-п-бензохинон (b), полиакриламида (c)
Fig. 6. Scanning electron microscopy images of morphology of lyophilized collagen samples (a); collagen–polyacrylamide 
copolymer synthesized in the presence of the system triethylbor–hexamethylenediamine – 2,5-di-tret-butyl-p-benzoquinone (b), 
and polyacrylamide (c)

 a b c

 a b c
Рис. 7. Полученные методом растровой электронной микроскопии изображения морфологии лиофильно высушенных 
образцов коллагена (а), сополимера коллаген–поли-N-изопропилакриламид, синтезированного в присутствии системы 
триэтилбор–гексаметилендиамин – 2,5-ди-трет-бутил-п-бензохинон (b), поли-N-изопропилакриламида (c)
Fig. 7. Scanning electron microscopy images of morphology of lyophilized collagen samples (a), collagen–  
poly-N-isopropylacrylamide copolymer synthesized in the presence of the system triethylbor–hexamethylenediamine – 
2,5-di-tret-butyl-p-benzoquinone (b), and poly-N-isopropylacrylamide (c)
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Экстракт и разведения 1:1, 1:2 и 1:4 образца сопо-
лимера коллагена и ПАА соответствуют 4 рангу цито-
токсичности, что говорит о его высокой токсичности 
(рис. 8). Микроскопическая картина соответствует 
(рис. 9). Все клетки в данных разведениях ошарены. 
При разведении 1:8 ранг цитотоксичности снижается 
до 3-го (рис. 8). Помимо множества ошаренных клеток, 
встречаются также единичные распластанные ДФЧ  
(см. рис. 9, b). Однако эти клетки также токсированы. 
Часть образца остается нерастворенной, предположи-
тельно из-за сшитой структуры. Высокую токсичность 
образца мы связываем с наличием непрореагиро-
вавшего АА (см. табл. 2). Для использования таких 
продуктов требуется избавиться от мономера, что легко 
достигается с помощью экстракции хлороформом в 
аппарате Сокслета [48] и приводит к снижению ток-
сичности [42].

Экстракт сополимера коллагена и ПНИПА соответ-
ствует 4 рангу цитотоксичности (рис. 10). Все клетки 
токсированы. В поле зрения много фрагментов образца 
разных размеров. При дальнейших разведениях степень 
цитотоксичности постепенно снижается. Разведение 1:1 
демонстрирует 2 ранг, разведения 1:2 и 1:8 – 1 ранг. 
Фрагменты образца «слипаются» в подобия кластеров. 
Разведение 1:4 соответствует 0 рангу цитотоксичности 
(рис. 10, 11).

Таким образом, экстракты обоих сополимеров 
коллагена проявляли высокую степень цитотоксич-
ности. Экстракт сополимера коллагена и ПАА сохранял 
высокую степень цитотоксичности при всех иссле-
дуемых разведениях, а цитотоксичность сополимера 
коллагена и ПНИПА при разведении нивелировалась. 
Такие сильные различия цитотоксического эффекта, 
вероятнее всего, вызваны различием в строении 
мономеров.
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Рис. 8. Оптическая плотность экстракта, полученного из сополимера коллаген–полиакриламид, синтезированного  
в присутствии системы триэтилбор–гексаметилендиамин – 2,5-ди-трет-бутил-п-бензохинон, и его разведений  
в соотношении с контролем (МТТ-тест)
Fig. 8. Optical density of the extract obtained from the collagen–polyacrylamide copolymer synthesized in the presence of the 
system triethylbor–hexamethylenediamine – 2,5-di-tret-butyl-p-benzoquinone and its dilutions in relation to the control (MTT assay)

Рис. 9. Репрезентативные микрофотоснимки: а – контроль, среда без сополимера; b – с экстрактом сополимера 
коллаген–полиакриламид, синтезированного в присутствии системы триэтилбор–гексаметилендиамин –  
2,5-ди-трет-бутил-п-бензохинон, разведение экстракта 1:8
Fig. 9. Representative micrographs: a – control, medium without copolymer; b – with an extract of the collagen–polyacrylamide 
copolymer synthesized in the presence of the system triethylbor–hexamethylenediamine – 2,5-di-tret-butyl-p-benzoquinone, 
dilution of the extract 1:8

а b
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В ходе проведенного исследования выявлено, что 

привитая полимеризация АА на коллаген в присутствии 
комплекса ТЭБ с ГМДА и ряда п-хинонов приводит к 
образованию сополимеров сшитой структуры, эффек-
тивность прививки определяется строением мономера 
и п-хинона. Это подтверждается методом ГПХ. Замед-
ление ферментативного гидролиза по сравнению с 
гидролизом чистого коллагена является доказатель-
ством существования стерических препятствий для 
его осуществления, то есть образованием сополимера. 
Во всех случаях п-хиноны ведут себя как замедлители 

полимеризации, кроме БХ при полимеризации АА, 
где привитой ПАА отсутствует. Сополимеры проявляют 
высокую токсичность, обусловленную присутствием 
непрореагировавших мономеров. При разбавлении 
токсичность сополимеров коллагена и АА сохраняется, 
а сополимера коллагена и НИПА исчезает. Разрабо-
танная методика позволяет синтезировать сшитые 
сополимеры коллагена и АА, токсичность которых можно 
исключить путем разведения или экстракции. Все это 
позволяет в перспективе рассматривать полученные 
сополимеры в качестве материалов для регенера-
тивной медицины.
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Аннотация. Одной из быстроразвивающихся отраслей химической промышленности является производство 
полимерных материалов. Совершенствование способов синтеза высокомолекулярных соединений и изучение 
их физико-химических характеристик относятся к важным задачам синтетической химии. Основным методом 
получения полимерных материалов на данный момент является радикальная полимеризация, имеющая такие 
преимущества, как простота реализации процесса, низкая себестоимость, возможность получения широкого 
круга полимерных материалов. В представленной работе приведены результаты исследований диэлектри-
ческих параметров в диапазоне частот 100–200 ГГц (показателя преломления и тангенса угла диэлектри-
ческих потерь tgδ) различных высокомолекулярных соединений (полистирол, поливинилхлорид, поливинила-
цетат, поливиниловый спирт, полиглицидилметакрилат) – как синтезированных с участием традиционного иници-
атора динитрила азобисизомасляной кислоты по механизму радикальной полимеризации, так и коммерческих 
продуктов. Проведен сравнительный анализ поглощающей способности полимеров при комнатной температуре, 
определены полимеры, имеющие наибольшую и наименьшую поглощающую способность. Зависимость tgδ 
от частоты для всех исследуемых полимеров имеет линейный характер, причем с увеличением частоты погло-
щение в полимерах увеличивается. Наибольшее поглощение среди изученных макромолекул имеет полигли-
цидилметакрилат, при 200 ГГц значение tgδ составляет 0,043, а минимальное значение tgδ, равное 0,0068, 
зафиксировано у полистирола. Значение показателя преломления для исследованных полимеров изменяется 
в интервале от 1,09 до 1,39. Также представлены результаты исследований диэлектрических свойств исходных 
виниловых мономеров (стирол, винилацетат, глицидилметакрилат). Указанные данные представляют практи-
ческий интерес при разработке подходов к получению полимерных материалов с заданными характеристиками 
на основе виниловых мономеров методом радикальной полимеризации. 
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Abstract. The production of polymeric materials is one of the fast-growing sectors in the chemical industry. Improving 
methods for synthesizing high-molecular compounds and studying their physicochemical characteristics are important 
tasks of synthetic chemistry. Radical polymerization is currently the main method for producing polymeric materials. Its 
advantages involve simplicity and low cost, along with the possibility of obtaining a wide range of polymeric materials. 
The results of measuring the dielectric parameters of various high-molecular compounds (polystyrene, polyvinyl 
chloride, polyvinyl acetate, polyvinyl alcohol, poly(glycidyl methacrylate)) in the frequency range of 100–200 GHz 
(refractive index and dielectric loss tangent tgδ) are presented. The compounds under study were both those synthe-
sized by radical polymerization with the participation of the conventional initiator, i.e., azobisisobutyric acid dinitrile, 
and commercial products. The absorption capacity of polymers at room temperature was compared. Polymers 
with the highest and lowest absorption capacity were determined. The dependence of tgδ on frequency for all the 
polymers under study is linear, with absorption in the polymers increasing with frequency. Poly(glycidyl methacrylate) 
exhibits the highest absorption among the studied macromolecules with tgδ being equal to 0.043 at 200 GHz. The 
minimum tgδ value of 0.0068 was found for polystyrene. For the polymers under study, the refractive index value 
varies in the range from 1.09 to 1.39. In addition, dielectric properties of the original vinyl monomers (styrene, vinyl 
acetate, glycidyl methacrylate) were studied. The results are of interest when developing approaches to obtaining 
polymeric materials with specified characteristics based on vinyl monomers by the method of radical polymerization.

Keywords: measurement of dielectric characteristics, open resonator spectrometer, polystyrene, polyvinyl chloride, 
poly(glycidyl methacrylate), polyvinyl acetate
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Введение
В настоящее время наблюдается большой интерес к 

высокомолекулярным соединениям, который обусловлен 
возможностью получать на их основе материалы с 
широким диапазоном физико-химических свойств, 
что создает условия для использования данных сое-
динений в различных областях электроники и микро-
электроники в качестве конструкционного материала 
[1–3]. Одним из основных методов синтеза высоко-
молекулярных соединений является радикальная 
полимеризация, которая используется для крупно-
тоннажного производства полимерных материалов 
как на основе виниловых мономеров, так и на основе 
акриловых, метакриловых кислот и их производных – 
эфиров, амидов, нитрилов и др. Радикальная полиме-
ризация является приоритетным способом синтеза 

полимерных материалов благодаря ряду преимуществ: 
низкой себестоимости продукции, простоте реализации 
процесса, полимеризации с участием широкого круга 
мономеров1. Решение сложных задач синтеза осно-
вывается на исследовании специфических физико-хи-
мических характеристик макромолекул2 [4]. Изучение 
диэлектрических свойств высокомолекулярных сое-
динений позволяет целенаправленно синтезировать 
или усовершенствовать полимеры с целью адаптации 
их к потребностям определенной отрасли промыш-
ленности2 [4] и диапазону частот.

Анализ литературы показал, что до настоящего 
времени проведены работы по исследованию диэ-
лектрических свойств широкого ряда полимеров при 
частотах, не превышающих 10 ГГц, а также в терагер-
цовом интервале частот [5–10]. Тем не менее детальные 

1 Handbook of radical polymerization / eds K. Matyjaszewski, T.P. Davis. Hoboken: Wiley-Interscience, 2002. 936 p.
2 Сутягин В.М., Ляпков А.А. Физико-химические методы исследования полимеров: учеб. пособие. СПб.: Лань, 2022. 140 с.

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour
https://doi.org/10.21285/achb.924
https://elibrary.ru/pubdqy


324

ИЗВЕСТИЯ ВУЗОВ. ПРИКЛАДНАЯ ХИМИЯ И БИОТЕХНОЛОГИЯ  2024  Том 14  N 3
PROCEEDINGS OF UNIVERSITIES. APPLIED CHEMISTRY AND BIOTECHNOLOGY 2024  Vol. 14  No. 3

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour 

исследования характеристик ряда полимеров в про-
межуточном частотном диапазоне не проводились.

Целью данной работы являлось изучение диэлек-
трических свойств полимеров на основе виниловых 
мономеров – полистирола (ПСТ), поливинилхлорида 
(ПВХ), поливинилацетата (ПВА), поливинилового спирта 
(ПВС), полиглицидилметакрилата (ПГМА) – в диапазоне 
частот 100–200 ГГц, а также проведение сравнительного 
анализа с рядом исходных мономеров – стиролом (СТ), 
винилацетатом (ВА), глицидилметакрилатом (ГМА). Струк-
турные формулы полимеров представлены на рис. 1.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Органические растворители очищали по известным 

методикам [11]. СТ, ГМА очищали от стабилизатора 
(гидрохинона) многократным промыванием 10%-м 
водным раствором гидроксида натрия до обесцве-
чивания водной фазы. Затем промывали водой до 
нейтральной реакции индикатора. Сушили над прока-
ленным хлоридом кальция, затем над гидридом кальция. 
Далее мономеры очищали вакуумной перегонкой, 
собирая фракции с соответствующей температурой 
кипения при необходимом давлении [12]. ВА сушили 
над гидридом кальция и перегоняли при атмосферном 
давлении. Физико-химические константы очищенных 
мономеров соответствовали стандартным параметрам, 
приведенным в источнике [12]. Динитрил азобисизо-
масляной кислоты (ДАК) использовали в качестве ини-
циатора. Он представлял собой коммерческий продукт, 
который очищали перекристаллизацией из этанола по 
стандартной методике [13]. 

Для синтеза полимеров в ампулы помещали по 2 мл 
раствора мономера (СТ, ВА, ГМА) и 1 мол.% инициатора 
ДАК. При пониженном давлении ампулу трижды дегази-
ровали путем повторения циклов замораживания – раз-
мораживания до остаточного давления 2×10-2 мм рт. ст.  
и отпаивали. Ампулы выдерживали в термостате при 
температуре 70 °С (±1 °С) (ПСТ – 8 ч, ПВА – 1 ч, 

ПГМА – 0,2 ч). По истечении определенного времени 
ампулу вынимали и замораживали в жидком азоте 
для прерывания полимеризации. С целью очистки 
полимеров от остатков мономера образцы были 
растворены в хлористом метилене и в случае с ПСТ 
высажены в изопропиловый спирт, в случае с ПВА, 
ПГМА – в петролейный эфир. Затем при пониженном 
давлении и температуре 50 °С сушили до постоянной 
массы. Исследованный в работе ПВХ – коммерческий 
продукт марки ПВХ 267-RC. ПВС – коммерческий продукт 
марки ПВС 16/1, соответствующий ГОСТ 10779-783. 
Молекулярно-массовые характеристики полимеров 
определяли методом гель-проникающей хроматографии 
на хроматографе KNAUER (Knauer, Германия), снаб-
женном каскадом колонок Phenomenex (300×7,8 мм,  
феногель, 10 мкм) с диаметром пор 105 и 103 Å и 
двумя детекторами (рефрактометрическим и ультра-
фиолетовым). Элюентом служил тетрагидрофуран, 
температура колонки составляла 25,0±0,1 °С. Для 
калибровки применяли узкодисперсные стандарты 
ПСТ и полиметилметакрилата [14]. Синтезированные 
образцы полимеров перед измерениями были про-
сеяны через сито с размером ячеек 400 мкм.

Для исследования диэлектрических свойств мате-
риалов использовался резонаторный спектрометр 
[15–17].

Порошкообразный полимер насыпался на плоское 
зеркало диаметром 40 мм с ограничительным кольцом. 
Общая толщина порошка не превышала 1,5 мм. Методика 
измерения порошков с помощью резонатора Фабри – 
Перо описана в работе [18]. Фотография резонатора 
с полимерным образцом представлена на рис. 2, а. 

Для исследования СТ, ВА, ГМА также использовали 
резонаторный спектрометр [19] и модифицированный 
метод измерений для исследования агрессивных жид-
костей. Жидкость заливалась в герметизированную 
кювету (рис. 2, b), образованную плоским зеркалом 
резонатора с одной стороны и плоскопараллельной 

Рис. 1. Структурные формулы исследованных полимеров
Fig. 1. Structural formulas of the studied polymers

3 ГОСТ 10779-78. Спирт поливиниловый. Технические условия. М.: Издательство стандартов, 1987. 24 с.
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пластиной, изготовленной из радиационно модифици-
рованного тефлона (Арфлона), с другой.

Рис. 2. Использованное оборудование: а – резонатор 
с полимерным образцом (1 – цифровой индикатор 
перемещения зеркала, сферическое зеркало,  
2 – устройство перемещения зеркала, 3 – верхнее 
зеркало, 4 – пленка связи резонатора с источником 
сигнала и детектором, 5 – полимерный образец,  
6 – подставка); b – кювета для исследования жидких 
образцов

Fig. 2. Equipment: a – resonator with a polymer sample 
(1 – digital indicator of mirror movement, spherical mirror, 
2 – mirror moving device, 3 – top mirror, 4 – film for coupling 
the resonator with the radiation source and detector system, 
5 – polymer sample, 6 – stand); b – photograph of a cuvette 
for studying liquid samples

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Проведено исследование полимеров на основе 

виниловых мономеров, синтезированных в присут-
ствии радикального инициатора ДАК (ПСТ, ПВА, ПГМА), 
а также коммерческих продуктов (ПВХ, ПВС). В табл. 1 
приведены результаты исследования диэлектрических 
свойств полимеров при частотах 100 и 200 ГГц. 

Зависимость tgδ от частоты для всех исследуемых 
полимеров имеет квазилинейный характер, причем 
с увеличением частоты поглощающая способность 
полимеров увеличивается. Частотные зависимости tgδ 

представлены на рис. 3. Среди исследованных поли-
меров ПГМА, содержащий в своем составе эпок-
сидную группу, обладает наибольшей поглощающей 
способностью. Поглощающие свойства ПСТ, синтези-
рованного в условиях радикального инициирования, 
менее выражены, tgδ при 200 ГГц составляет 0,0068.

Рис. 3. Зависимость tgδ полимера от частоты: 1 – полистирол; 
2 – поливинилхлорид; 3 – поливинилацетат;  
4 – поливиниловый спирт; 5 – полиглицидилметакрилат

Fig. 3. Relationship between the polymer tanδ and frequency: 
1 – polystyrene; 2 – polyvinyl chloride; 3 – polyvinyl acetate; 
4 – polyvinyl alcohol; 5 – polyglycidyl methacrylate

Параллельно с целью выявления характерных особен-
ностей проведены исследования диэлектрических свойств 
мономеров СТ, ВА и ГМА. Показано, что в исследуемом 
диапазоне частот межмолекулярные взаимодействия в 
ПСТ имеют не столь решающее значение для поглощения в 
полимере (табл. 1, 2, рис. 4), то есть разница в поглощении 
мономера и полимера незначительна. Также в работе [6] 
было показано, что СТ и ПСТ имеют схожие частотные 
зависимости коэффициента поглощения. Совершенно 
иная картина наблюдается в случае исходного мономера 
ВА и ПВА (табл. 1, 2). Мономер ВА как полярный диэ-
лектрик обладает более выраженными поглощающими 
свойствами, в то время как в макромолекуле ПВА за 
счет межмолекулярных взаимодействий поглощение 
значительно снижается. Аналогичные закономерности 
наблюдаются и в случае ГМА и ПГМА (см. табл. 1, 2).

Таблица 1. Характеристики исследуемых полимеров

Table 1. Characteristics of the studied polymers

Полимер n tgδ×103 (100 ГГц) tgδ×103 (200 ГГц) Mw×10-3, г/моль

Полистирол 1,09 0,6 6,8 225,0

Поливинилхлорид 1,26 4,6 8,4 145,2

Поливинилацетат 1,21 8,1 14,0 112,9

Поливиниловый спирт 1,33 22,0 28,0 –

Полиглицидилметакрилат 1,39 22,0 43,0 85,9
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Рис. 4. Зависимость tgδ от частоты: 1 – стирол; 2 – полистирол

Fig. 4. Relationship between tanδ and frequency: 1 – styrene; 
2 – polystyrene

Полученные данные о диэлектрических свойствах 
мономеров винилового ряда и полимеров представляют 
практический интерес при разработке подходов к 
получению полимерных материалов с заданными 
характеристиками методом радикальной полимери-
зации и развитию методов микроволнового синтеза 
полимеров [20].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
На базе открытого высокодобротного резонатора 

Фабри – Перо исследованы диэлектрические параметры 
полимеров (показателя преломления и величин tgδ) в 
диапазоне частот 100–200 ГГц. Проведен сравнительный 
анализ поглощающей способности полимеров при ком-
натной температуре. Выявлены полимеры, имеющие 
наименьшее поглощение. Наряду с этим анализированы 
исходные мономеры – СТ, ВА и ГМА. Показано, что 
полярные мономеры обладают большей поглощающей 
способностью по сравнению с неполярными.
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Синтез, строение и биологическая активность моно-  
и бис-1-алкокси-4-(2′-нафтил)-1,4-диоксо-2-бутен-2-олятов  

натрия, цинка и магния
Е.А. Кунавина , А.Н. Сизенцов, А.М. Брежнев, Д.С. Воронкова

Оренбургский государственный университет, Оренбург, Российская Федерация

Аннотация. Поиск новых биологически активных соединений является ключевым направлением химической 
науки, в связи с чем представляется актуальным синтез соединений с потенциально возможным бактери-
цидным действием. С целью расширения рядов биологически активных веществ конденсацией Клайзена 
эквимолярных количеств 2-ацетонафтона и диалкилоксалатов в неполярной среде в присутствии натрия в 
качестве конденсирующего агента осуществлен синтез 4-(2’-нафтил)-1,4-диоксо-1-этокси-2-бутен-2-олята натрия 
и 1-бутокси-4-(2 -́нафтил)-1,4-диоксо-2-бутен-2-олята натрия. Реакцией металлообмена натриевых оксоенолятов 
с солями Zn(II) и Mg(II) получены бидентатные моноядерные металлохелаты. Строение синтезированных соеди-
нений подтверждено методами инфракрасной спектроскопии, спектроскопии ядерного магнитного резонанса  
(1Н, 13С) и масс-спектрометрии. В инфракрасных спектрах твердых образцов оксоенолятов натрия и металлоком-
плексов присутствуют полосы валентных колебаний сложноэфирных карбонильных групп, скелетных колебаний 
ароматических колец, а также «эфирные» полосы, обусловленные колебанием связей С–О–С. Спектры ядерного 
магнитного резонанса 1Н и 13С, записанные в CDCl3 и ДМСО-d6, характеризуются полным набором всех ожидаемых 
сигналов с хорошо сопоставимыми со справочными данными значениями химических сдвигов. В масс-спектрах 
анализируемых соединений, зарегистрированных в растворе ацетонитрила в режиме электрораспыления, 
наблюдаются сигналы протонированных и катионированных молекул [M+H]+ и [M+Na]+. Оценку бактерицидного 
действия синтезированных препаратов проводили с использованием диффузионного метода агаровых лунок 
в комбинации с методом серийных разведений. Выявлена биологическая активность 4-(2’-нафтил)-1,4-диоксо-
1-этокси-2-бутен-2-олята натрия по отношению к Pseudomonas Aeruginosa и Staphylococcus Aureus и 1-буток-
си-4-(2 -́нафтил)-1,4-диоксо-2-бутен-2-олята натрия по отношению к Pseudomonas Aeruginosa. Установлена 
выраженная резистентность Salmonella spp. к исследуемым соединениям.

Ключевые слова: оксоеноляты натрия, металлокомплексы, органический синтез, поликарбонильные соеди-
нения, конденсация Клайзена, антимикробная активность

Для цитирования: Кунавина Е.А., Сизенцов А.Н., Брежнев А.М., Воронкова Д.С. Синтез, строение и биологическая 
активность моно- и бис-1-алкокси-4-(2′-нафтил)-1,4-диоксо-2-бутен-2-олятов натрия, цинка и магния // Известия 
вузов. Прикладная химия и биотехнология. 2024. Т. 14. N 3. С. 330–338. DOI: 10.21285/achb.928. EDN: ZXSSHJ. 
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Synthesis, structure, and biological activity  
of sodium, zinc, and magnesium mono- and  

bis-1-alkoxy-4-(2′-naphthyl)-1,4-dioxo-2-buten-2-olates
Еlena A. Kunavina , Alexey N. Sizentsov, Andrey M. Brezhnev, Daria S. Voronkova 

Orenburg State University, Orenburg, Russian Federation 

Abstract. The search for new biologically active compounds is a key area of chemical science. Therefore, the 
synthesis of compounds with a potentially bactericidal effect seems relevant. In order to extend the range of biolog-
ically active substances, the synthesis of sodium 4-(2’-naphthyl)-1,4-dioxo-1-ethoxy-2-buten-2-olate and sodium 
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1-butoxy-4-(2 -́naphthyl)-1,4-dioxo-2-buten-2-olate was carried out by Claisen condensation of equimolar amounts 
of 2-acetonaphtone and dialkyloxalates in a non-polar medium in the presence of sodium as a condensing agent. 
Bidentate mononuclear metal chelates were obtained by the metal exchange reaction of sodium oxoenolates with 
Zn(II) and Mg(II) salts. The structure of the synthesized compounds was confirmed by infrared spectroscopy, (1Н, 13С) 
nuclear magnetic resonance spectroscopy, and mass spectrometry. The infrared spectra of solid samples of sodium 
oxoenolates and metal complexes contain bands of stretching vibrations of ester carbonyl groups, skeletal vibra-
tions of aromatic rings, as well as “ether” bands due to vibrations of C–O–C bonds. The 1Н and 13С nuclear magnetic 
resonance spectra recorded in CDCl3 and Dimethyl sulfoxide-d6 are characterized by a complete set of all expected 
signals with chemical shift values that are well comparable with the reference data. In the mass spectra of the 
analyzed compounds, recorded in an acetonitrile solution in the electrospray mode, signals of [M+H]+ and [M+Na]+ 

protonated and cationized molecules are observed. The bactericidal action of the synthesized preparations was 
assessed using the agar well diffusion method in combination with the serial dilution method. The biological activity 
of sodium 4-(2’-naphthyl)-1,4-dioxo-1-ethoxy-2-buten-2-olate against Pseudomonas Aeruginosa and Staphylococcus 
Aureus, as well as sodium 1-butoxy-4-(2’-naphthyl)-1,4-dioxo-2-buten-2-olate against Pseudomonas Aeruginosa, was 
revealed. Pronounced resistance of Salmonella spp. to the studied compounds was established.

Keywords: sodium oxoenolates, metal complexes, organic synthesis, polycarbonyl compounds, Claisen condensation, 
antimicrobial activity

For citation: Kunavina Е.A., Sizentsov A.N., Brezhnev A.M., Voronkova D.S. Synthesis, structure, and biological activity 
of sodium, zinc, and magnesium mono- and bis-1-alkoxy-4-(2′-naphthyl)-1,4-dioxo-2-buten-2-olates. Proceedings  
of Universities. Applied Chemistry and Biotechnology. 2024;14(3):330-338. (In Russian). DOI: 10.21285/achb.928. 
EDN: ZXSSHJ.

ВВЕДЕНИЕ
Одним из ключевых направлений органического 

синтеза выступает создание новых биологически 
активных соединений. Среди них особое место занимают 
металлокомплексные соединения, практическая значи-
мость которых обусловлена возможностью применения 
их в медицине для изготовления фармацевтических 
препаратов [1–19]. В то же время в современном мире 
сохраняется тенденция к повышению устойчивости бак-
териальных штаммов к известным антибиотикам, что 
обуславливает актуальность поиска веществ с широким 
спектром биологического действия. Перспективными 
в силу многофункциональности и практикоориентиро-
ванного использования являются металлокомплексы с 
органическими лигандами на основе поликарбонильных 
систем с сопряженными α- и β-диоксозвеньями, лите-
ратурные сведения о которых весьма фрагментарны 
[1, 2, 13, 18, 20–22].

С целью получения веществ, обладающих биологи-
ческой активностью, нами осуществлен синтез новых 
оксоенолятов натрия и металлопроизводных на их основе, 
а также проведены лабораторные испытания по выяв-
лению их противомикробного действия.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Инфракрасные (ИК) спектры полученных соединений 

записаны на ИК-Фурье спектрометре Vertex 70 (Bruker, 
Германия); приставка нарушенного полного внутреннего 
отражения, алмазный кристалл. Спектры ядерного маг-
нитного резонанса (ЯМР) 1Н соединений 1а, 1b, 2а в 
CDCl3, соединения 2b в ДМСО-d6 и спектры ЯМР 13С сое-
динения 2а в CDCl3, соединения 2b в ДМСО-d6 получены 
на ЯМР Фурье-спектрометре Bruker Avance II (Bruker, 
Германия, 400 МГц), внутренний стандарт –тетраметил-
силан. Данные элементного анализа синтезированных 
соединений соответствуют расчетным значениям. Масс-
спектры синтезированных соединений записаны на 
квадрупольно-времяпролетном масс-спектрометре 
сверхвысокого разрешения Orbitrap Elite, MicroTof Bruker 
Daltonics (Bruker Daltonics, Германия) в режиме элек-

трораспылительной ионизации. Протекание реакций 
контролировали, а индивидуальность полученных веществ 
подтверждали методом тонкослойной хроматографии 
на пластинках Silufol UV-254 (Kavalier, Чехия) в системе 
бензол – диэтиловый эфир – гексан (1:2:3). Хромато-
граммы проявляли парами йода. Исходные реактивы 
перед использованием очищали перегонкой.

Синтез 1-алкокси-4-(2 -́нафтил)-1,4-диоксо-2-бутен- 
2-олятов натрия (1). Общая методика. К смеси 25 ммоль 
(4,26 г) 2-ацетонафтона, 25 ммоль соответствующих 
диалкилоксалатов (диэтилоксалата и дибутилоксалата) и 
50–70 мл толуола (растворитель перед использованием 
перегоняли) добавляли при перемешивании небольшими 
частями 0,58 г (25 ммоль) натрия. Смесь реагентов 
оставляли в колбе с воздушным холодильником на 
2–4 часа. Растворитель испаряли, полученные натриевые 
еноляты промывали эфиром. Получали целевые оксо-
еноляты натрия 1а и 1b. 

4-(2’-Нафтил)-1,4-диоксо-1-этокси-2-бутен-2-олят 
натрия (1а). Выход 7,21 г, 98%. Т.пл. 149–151 (разл.) °С. 
ИК-спектр, ν, см-1 (тв.): 3057 ν(С–Н, Ar), 2976 νas(СН3), 
2928 νs(СН3), 1705 ν(C=O), 1614 ν(CAr-CAr), 1570 ν(CAr-CAr), 
1510 ν(CAr-CAr), 1364 δ(CН3), 957 δ(CH2), 777 δ(CHAr). 
Спектр ЯМР 1Н, δ, м.д. (CDCl3): 1,36 т (3H, COOCH2CH3, 
J 7,2 Гц), 4,34 кв (2H, COOCH2CH3, J 7,3 Гц), 6,77 с (1H, 
C3H), 7,55 м (2Н, С6’H и С7’H в С10Н7), 7,87 д (3Н, С3’H,С4’H 
и С8’H в С10Н7), 7,95 д (1Н, С5’H в С10Н7, J 8,6 Гц), 8,45 с  
(1Н, С1’H в С10Н7). Найдено: m/z 293,0786 [M+H]+. 
Вычислено для C16H14O4Na+: 293,0784.

1-Бутокси-4- (2´-нафтил) -1,4-диоксо-2-бутен-
2-олят натрия (1b). Выход 7,83 г, 97%. Т.пл. 110–112 
(разл.) °С. ИК-спектр, ν, см-1 (тв.): 3057 ν(С–Н, Ar), 2958 
νas(СН3), 2872 νs(СН2), 1683 ν(С(1)=О), 1616 ν(С(4)=О), 
ν(CAr-CAr), 1570, 1510, 1489 ν(CAr-CAr), 1384 δs(СН3), 
1249 δs крутильн(СН2), 1190 ν(С–О–С), 862, 817, 777, 
758 δ(СН, Ar). Спектр ЯМР 1Н, δ, м.д. (CDCl3): 0,94 т 
(3Н, СООСН2СН2СН2СН3, J 7,4 Гц), 1,40 м (2Н, СОО-
СН2СН2СН2СН3), 1,71 м (2Н, СООСН2СН2СН2СН3), 4,28 т 
(2Н, СООСН2СН2СН2СН3, J 6.8 Гц), 6,84 с (1Н, С3Н),  
7,56 м (2Н, С6′H и С7′H в С10Н7), 7,90 д (3Н, С3′H, С4′H и 
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С8′H в С10Н7), 8,02 д (1Н, С5′H в С10Н7, J 8,6 Гц), 8,45 с (1Н, 
С1′H в С10Н7). Найдено: m/z 321,1095 [M+H]+, 343,0910 
[M+Na]+. Вычислено для C18H18O4Na+: 321,1097, для 
C18H17O4Na2

+: 343,0917.
Синтез бис-(1-алкокси-4-(2 -́нафтил)-1-оксо-2,4-бу-

тандионато)металлов(II) (2). Общая методика. К рас-
твору 6,0 ммоль натриевого оксоенолята в 50–100 мл 
воды добавляли при перемешивании раствор 3,0 ммоль 
сульфата цинка (для синтеза соединения 2а) или 
магния (для синтеза соединения 2b) в 10 мл воды. 
Через 30 минут выпавший осадок отфильтровывали на 
воронке Шотта, высушивали на воздухе. Полученные 
металлохелаты 2а, 2b перекристаллизовывали из эти-
лацетата. Получали целевые бис-(4-(2’-нафтил)-1-оксо-
1-этоксибутан-2,4-дионато)цинк и бис-(1-бутокси-4- 
(2 -́нафтил)-1-оксо-2,4-бутандионато)магний.

Бис-(4-(2’-нафтил)-1-оксо-1-этоксибутан-2,4-дионато)
цинк (2а). Выход 0,8 г, 44%. T.пл. 114–115 °С. ИК-спектр, 
ν, см-1 (тв.): 1717 ν(C=O), 1587 ν(CAr-CAr), 1568 ν(CAr-CAr), 
1520 ν(CAr-CAr), 1387 νs(CH3), 1423 δаs(CH3), 1362 δ(CH3), 
957 δ(CH2), 777 δ(CH, Ar), 756 δ(CH, Ar). Спектр ЯМР 
1Н, δ, м.д. (CDCl3): 1,44 т (3H, COOCH2CH3, J 7,4 Гц), 
4,42 кв (2H, COOCH2CH3, J 7,1 Гц), 6,84 с (1H, C3H), 7,57 м 
(2Н, С6’H и С7’H в С10Н7), 7,92 д (3Н, С3’H, С4’H и С8’H в 
С10Н7), 8,03 д (1Н, С5’H в С10Н7, J 9,0 Гц), 8,46 с (1Н, С1’H 
в С10Н7). Спектр ЯМР 13С с полным подавлением ССВ 
с протонами, δ, м.д. (CDCl3): 14,1 (COOCH2CH3), 62,7 
(COOCH2CH3), 98,2 (C3H), 123,9 (С3’H в С10Н7), 126,7 
(С7’H в С10Н7), 127,1 (С4’H в С10Н7), 127,7 (С5’H в С10Н7), 
128,4 (С6’H в С10Н7), 130,2 (С8’H в С10Н7), 132,2 (С8а’H 
в С10Н7), 132,5 (С1’H в С10Н7), 134,5 (С2′ в С10Н7), 135,6 
(С4а′H в С10Н7), 152,5 (С2), 169,7 (СООСН2СН3), 190,6 
(С(4)=О). Найдено: m/z 625,0812 [M+Na]+. Вычислено 
для C32H26O8ZnNa+: 625,0811.

Бис-(1-бутокси-4-(2´-нафтил)-1-оксобутан-2,4-ди-
онато)магний (2b). Выход: 1 г, 54%. Т.пл. 142–143 °С. 
ИК-спектр, ν, см-1 (тв.): 3060 ν(С–Н, Ar), 2956 νas(СН3), 2870 
νs(СН2), 1724 ν(С=О), 1606, 1573, 1514, 1463 ν(С=С, Ar),  
1253 ν(С–О–С), 860, 819, 779, 756 δ(СН, Ar). Спектр 
ЯМР 1Н, δ, м.д. (ДМСО-d6): 0,92 т (3Н, СООСН2СН2СН2СН3, 
J 7,4 Гц), 1,39 м (2Н, СООСН2СН2СН2СН3), 1,66 м  

(2Н, СООСН2СН2СН2СН3), 4,20 т (2Н, СООСН2СН2СН2СН3,  
J 6,5 Гц), 6,76 с (1Н, С3Н), 7,58 м (2Н, С6′H и С7′H в С10Н7), 
7,95 д (3Н, С3′H, С4′H и С8′H в С10Н7), 8,06 д (1Н, С5′H в С10Н7, 
J 7,8 Гц), 8,48 с (1Н, С1′H в С10Н7). Спектр ЯМР 13С с полным 
подавлением ССВ с протонами, δ, м.д. (ДМСО-d6):  
5,1 (СООСН2СН2СН2СН3), 16,6 (СООСН2СН2СН2СН3), 
25,9 (СООСН2СН2СН2СН3), 50,9 (СООСН2СН2СН2СН3),  
80,7 (С3Н), 110,4 (С3′H в С10Н7), 113,0 (С7′H в С10Н7), 113,8 
(С4′H в С10Н7), 113,9 (С5′H в С10Н7), 114,0 (С6′H в С10Н7), 
114,4 (С8′H в С10Н7), 115,6 (С1′H в С10Н7), 118,8 (С8а′H 
в С10Н7), 120,7 (С2′ в С10Н7), 123,4 (С4а′H в С10Н7), 152,4 (С2), 
159,0 (СООСН2СН2СН2СН3), 172,9 (С(4)=О). Найдено: m/z 
619,2297 [M+H]+. Вычислено для C36H35O8Mg+: 619,2277.

Методика определения антимикробной активности. 
Исследуемый микроорганизм высевали на стерильный 
питательный сухой агар на основе гидролизата рыбной 
муки сплошным «газоном» в объеме 100 мкл суспензии 
1́ 109 КОЕ/мл. Пробочным сверлом (диаметром 5 мм) 
в толще агаризованной среды вырезали лунки в коли-
честве 7 штук на одной чашке Петри (удаление от края 
чашки Петри 15 мм, расстояние между лунками 30 мм), 
в которые вносили исследуемые концентрации веществ 
в объеме 30 мкл для оценки их ингибирующего дей-
ствия. Культуры бактериальных клеток инкубировали в 
течение 24 часов при температуре 37 °С с последующей 
визуальной оценкой влияния исследуемых веществ 
на рост и морфологию тест-организма. Степень рези-
стентности бактериальных штаммов к исследуемому 
веществу определяли по ширине диаметрально уда-
ленной задержки роста в миллиметрах.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
1-Алкокси-4-(2 -́нафтил)-1,4-диоксо-2-бутен-2-оляты 

натрия синтезированы конденсацией 2-ацетонафтона с 
диалкилоксалатами в присутствии натрия в среде толуола 
при эквимолярном соотношении реагентов (рис. 1).

Физико-химические свойства полученных оксоено-
лятов натрия (1а, 1b) приведены в табл. 1.

Реакцией металлообмена в водных растворах натриевых 
производных (1а, 1b) с солями магния(II) и цинка(II) нами 
синтезированы металлохелатные комплексы (рис. 2).

R = C2H5 (1а), C4H9 (1b)
Рис. 1. Схема синтеза 1-алкокси-4-(2´-нафтил)-1,4-диоксо-2-бутен-2-олятов натрия (1)
Fig. 1. Scheme for the synthesis of sodium 1-alkoxy-4-(2´-naphthyl)-1,4-dioxo-2-butene-2-olates (1)

Таблица 1. Характеристики 1-алкокси-4-(2´-нафтил)-1,4-диоксо-2-бутен-2-олятов натрия (1)

Table 1. Characteristics of sodium 1-alkoxy-4-(2´-naphthyl)-1,4-dioxo-2-butene-2-olates (1)

Соединение R Брутто-формула Молекулярная масса, г/моль Т.пл., °С Выход, %

1а C2H5 C16H13O4Na 292 149–151 (разл.) 98

1b C4H9 C18H17O4Na 320 110–112 (разл.) 97 
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Физико-химические свойства металлохелатов (2а, 2b) 
приведены в табл. 2.

Синтезированные соединения 1а и 1b представляют 
собой твердые вещества желтого цвета. Соединение 1а 
хорошо растворимо в хлороформе и трудно растворимо в 
воде, этаноле, этилацетате, толуоле, диметилсульфоксиде 
(ДМСО). Соединение 1b хорошо растворимо в этила-
цетате, хлороформе и диоксане и трудно растворимо 
в воде, этаноле, толуоле, ДМСО. Металлокомплекс 2а 
представляет собой твердое вещество желто-оранжевого 
цвета. Металлокомплекс 2b – твердое вещество блед-
но-желтого цвета. Соединения 2а и 2b не растворимы в 
воде и трудно растворимы в большинстве органических 
растворителей.

Строение полученных соединений подтверждено 
методами ИК, ЯМР 1Н, 13С спектроскопии и масс-спек-
трометрии высокого разрешения [22]. В ИК-спектрах 
твердых образцов натриевых енолятов 1а и 1b присут-
ствуют полосы валентных колебаний сложноэфирной 
карбонильной группы в области 1683–1705 см-1. В 
ИК-спектрах бис-(1-алкокси-4-(2 -́нафтил)-1-оксо-2,4-бутан-
диона-то)металлов(II) 2а и 2b, записанных для образцов 
в твердом состоянии, имеются полосы поглощения 
валентных колебаний сложноэфирной карбонильной 
группы на частотах 1716–1724 см-1. Колебания арома-
тических колец находятся в области 1463–1606 см-1.  
Уширенная расщепленная эфирная полоса высокой 
интенсивности наблюдается при 1253–1278 см-1. 

R = C2H5 (1а, 2а), C4H9 (1b, 2b), Met(II) = Zn (2а), Mg (2b)
Рис. 2. Схема синтеза бис-(1-алкокси-4-(2´-нафтил)-1-оксо-2,4-бутандионато)металлов(II) (2)
Fig. 2. Scheme for the synthesis of bis-(1-alkoxy-4-(2´-naphthyl)-1-oxo-2,4-butanedionato)metals(II) (2)

Таблица 2. Характеристики бис-(1-алкокси-4-(2´-нафтил)-1-оксо-2,4-бутандионато)металлов(II) (2)

Table 2. Characteristics of bis-(1-alkoxy-4-(2´-naphthyl)-1-oxo-2,4-butanedionato)metals(II) (2)

Соединение R Met(II) Брутто-формула Молекулярная масса, г/моль Т.пл., °С Выход, %
2а C2H5 Zn C32H26O8Zn 604 114–115 46

2b C4H9 Mg C36H34O8Mg 618 142–143 54

Рис. 3. Спектр ЯМР 1Н (δ, м.д., CDCl3/тетраметилсилан) бис-(4-(2’-нафтил)-1-оксо-1-этоксибутан-2,4-дионато)цинка (2а)
Fig. 3. NMR spectrum of 1H (δ, ppm, CDCl3/TMS) bis-(4-(2’-naphthyl)-1-oxo-1-ethoxybutane-2,4-dionato)zinc (2а)
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В спектрах ЯМР 1Н оксоенолятов 1а и 1b, запи-
санных в растворе дейтерохлороформа, присутствуют 
триплетные сигналы метильных групп алкокси-фрагментов 
при 0,94–1,36 м.д. (JНН = 7,2–7,4 Гц). Квадруплетный 
сигнал метиленовой группы этоксифрагмента вещества 
1а наблюдается при 4,34 м.д. (JНН = 7,3 Гц). Мультиплетные 
сигналы метиленовых групп бутокси-фрагмента вещества 
1b зарегистрированы при 1,40 м.д. (СООСН2СН2СН2СН3) 
и 1,71 м.д. (СООСН2СН2СН2СН3), триплетный сигнал мети-
леновой группы (СООСН2СН2СН2СН3) – при 4,28 м.д. 
(JНН = 6,8 Гц). Протоны метиновых групп идентифици-
рованы по синглетным сигналам в области 6,77–6,84 м.д. 
Мультиплетные, дублетные и синглетные сигналы аро-
матических протонов монозамещенного нафтильного 
фрагмента зарегистрированы при 7,55–8,45 м.д. 

В спектрах ЯМР 1Н (рис. 3, 4) комплексов 2а и 2b, 
записанных в растворах дейтерохлороформа и ДМСО-d6 
соответственно, присутствуют триплетные сигналы 
метильных групп алкокси-фрагментов при 0,92–1,44 м.д. 
(JНН = 7,4 Гц). Квадруплетный сигнал метиленовой группы 
этоксифрагмента вещества 2а зарегистрирован при 
4,42 м.д. (JНН = 7,1 Гц). Мультиплетные сигналы мети-
леновых групп бутоксифрагмента вещества 2b наблю-
даются при 1,39 м.д. (СООСН2СН2СН2СН3) и 1,66 м.д. 
(СООСН2СН2СН2СН3), триплетный сигнал метиленовой 
группы (СООСН2СН2СН2СН3) – при 4,20 м.д. (JНН = 6,5 Гц). 
Синглеты протонов метиновых групп находятся в области 
6,76–6,84 м.д. Мультиплетные, дублетные и синглетные 

сигналы ароматических протонов нафтильного фраг-
мента зарегистрированы при 7,57–8,48 м.д. 

В спектрах ЯМР 13С металлокомплексов 2а и 2b, 
снятых в растворах дейтерохлороформа и ДМСО-d6 
соответственно, в слабопольной области присутствуют 
сигналы карбонильных атомов углерода: С(2)=О при 
152,4–152,5 м.д., С(1)=О при 159,0–169,7 м.д. и С(4)=О 
при 172,9–190,6 м.д. Сигналы атомов углерода аро-
матических колец находятся при 110,4–135,6 м.д., 
наиболее дезэкранироваными оказываются атомы, 
общие для двух циклов (С4а′H и С8а′H в С10Н7), а также 
замещенный атом С2′.

В масс-спектрах оксоенолятов 1а, 1b и металлоком-
плексов 2а, 2b, записанных в растворе ацетонитрила 
в режиме электрораспыления, наблюдаются сигналы 
протонированных и катионированных молекул [M+H]+ 
и [M+Na]+. 

Прикладной составляющей данной работы явилось 
изучение противомикробной активности синтезиро-
ванных соединений 1а и 1b. В качестве исследуемых 
микроорганизмов были выбраны следующие клини-
ческие изоляты бактериальных штаммов: Staphylococcus 
aureus – грамположительная кокковая форма микро-
организмов, является факультативным анаэробом, 
но лучше развивается в аэробных условиях, спор 
не образует, образует микрокапсулу; Pseudomonas 
aeruginosa – грамотрицательная аэробная палочка, 
обладает способностью образовывать капсулоподобную 

Рис. 4. Спектр ЯМР 1Н (δ, м.д., CDCl3/тетраметилсилан) бис-(1-бутокси-4-(2´-нафтил)-1-оксобутан-2,4-дионато)магния (2b)
Fig. 4. NMR spectrum of 1H (δ, ppm, CDCl3/TMS) bis-(1-butoxy-4-(2-naphthyl)-1-oxobutane-2,4-dionato)мagnesium (2b)

Таблица 3. Результаты исследования биологической активности 1-алкокси-4-(2´-нафтил)-1,4-диоксо-2-бутен-2-олятов натрия (1) 

Table 3. Biological activity of 1-alkoxy-4-(2-naphthyl)-1,4-dioxo-2-butene-2-sodium olates (1)

Исследуемые 
соединения

Концентрация, моль/л
0,1 0,05 0,025 0,0125 0,0063

Pseudomonas aeruginosa
1а 33,70±0,88 26,70±1,45* 21,30±0,88* 17,00±0,58* –
1b 25,67±0,88 21,00±1,15* 16,00±1,00* 10,00±0,58** –

Staphylococcus aureus
1а 15,30±0,88 13,30±0,33 9,70±0,58* – –
1b – – – – –

Salmonella spp.
1а – – – – –
1b – – – – –

Примечание. * Р ≤ 0,05; ** Р ≤ 0,01 (расчет t-критерия Стьюдента по отношению к предыдущему разведению).
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оболочку, спор не образует, вызывает разнообразные 
гнойно-воспалительные заболевания; Salmonella spp. – 
грамотрицательная палочка, спор также не образует. 
Оценку бактерицидного действия проводили с исполь-
зованием диффузионного метода агаровых лунок в ком-
бинации с методом серийных разведений. Результаты 
исследования отражены в табл. 3.

Анализируя результаты проведенного экспери-
мента, можно отметить, что соединение 1а обладает 
выраженным бактерицидным действием в отношении 
двух исследуемых тест-организмов – P. aeruginosa и 
S. aureus. Минимальная концентрация, при которой 
наблюдается подавление роста P. aeruginosa, составила 
0,0125 моль/л, S. aureus – 0,025 моль/л. По мере сни-
жения уровня концентрации исследуемого соединения 
регистрируется ослабление ингибирующего действия на 
тест-организмы. В отношении Salmonella spp. изучаемое 
соединение не проявляет бактерицидного действия.

Соединение 1b обладает выраженным бактерицидным 
действием в отношении только одного исследуемого 
тест-организма – P. aeruginosa. Минимальная инги-
бирующая рост концентрация для данного микроор-

ганизма составила 0,0125 моль/л. По мере снижения 
концентрации исследуемого соединения регистрируется 
снижение бактерицидных характеристик в отношении 
тест-организма. S. aureus и Salmonella spp. проявляют 
выраженную резистентность к соединению 1b.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, конденсацией Клайзена 2-ацето-

нафтона с диалкилоксалатами в присутствии конден-
сирующего реагента нами получены новые 1-алкок-
си-4-(2′-нафтил)-1,4-диоксо-2-бутен-2-оляты натрия. В 
ходе реакции металлообмена оксоенолятов натрия с 
ионами цинка и магния выделены для дальнейших при-
кладных исследований ранее не описанные бис-(1-ал-
кокси-4-(2 -́нафтил)-1-оксо-2,4-бутандионато)металлы(II). 
Структура синтезированных соединений подтверждена 
с использованием спектральных методов анализа. 
Выявлена биологическая активность 4-(2’-нафтил)- 
1,4-диоксо-1-этокси-2-бутен-2-олята натрия по отношению 
к P. Aeruginosa и S. Aureus и 1-бутокси-4-(2 -́нафтил)-
1,4-диоксо-2-бутен-2-олята натрия по отношению к 
P. Aeruginosa.
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Наноструктурные материалы как опасные  
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Аннотация. Благодаря особенностям наносостояния наноматериалы представляют интерес для промышленного, 
медицинского, сельскохозяйственного и экологического применения. Тем не менее выброс наночастиц в 
окружающую среду вызывает серьезную обеспокоенность из-за недостаточности знаний об их поведении 
в окружающей среде и потенциальных широкомасштабных экологических воздействиях. С одной стороны, 
наноматериалы воспринимаются как загрязнители, которые могут оказывать влияние на микроорганизмы 
активного ила и, как следствие, на эффективность процессов очистки сточных вод. С другой – некоторые из них 
намеренно добавляются в системы активного ила, чтобы улучшить работу системы, например осаждаемость 
ила, удаление тяжелых металлов или органических загрязнителей. Следовательно, наночастицы часто обнару-
живаются и накапливаются в сточных водах, которые считаются основным источником выброса наночастиц в 
окружающую среду. Процессы с участием активного ила являются наиболее широко используемыми биологиче-
скими процессами на очистных сооружениях во всем мире благодларя высокой способности удалять питательные 
вещества, разлагать токсины и удерживать биомассу. Высокая концентрация наночастиц, попадающих в системы 
активного ила, может влиять на их рост и метаболизм. Представленные в обзоре работы показывают, что наноча-
стицы значительно снижают относительную численность микробного сообщества активного ила, связанного 
с нитрификацией, денитрификацией и удалением фосфора. Таким образом, знание структуры микробного 
сообщества активного ила с оценкой токсичности наноматерилов будет способствовать оптимизации популяции 
ила и улучшению работы очистных сооружений.
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micropullutants: Sources, behavior, and impact  

on functional bacterial community of activated sludge
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Abstract. Unique properties of nanoscale materials make them attractive for industrial, medical, agricultural, 
and environmental applications. Nevertheless, the release of nanoparticles into the environment is a major 
concern due to the lack of knowledge about their behavior in the environment and potential widespread 
environmental impacts. On the one hand, nanomaterials are perceived as pollutants that may affect activated 
sludge microorganisms and, consequently, the efficiency of wastewater treatment processes. On the other hand, 
some nanomaterials can be intentionally added to activated sludge systems to improve their performance in 
terms of, e.g., sludge settling and removing heavy metals or organic pollutants. As a result, nanoparticles are 
frequently accumulated in wastewater, which is considered to be a major source of nanoparticle release to the 
surrounding environment. Processes that involve the action of activated sludge are used worldwide in wastewater 
treatment plants due to their excellent capacity of removing nutrients, degrading toxins, and retaining biomass. 
High concentrations of nanoparticles entering activated sludge systems can affect their growth and metabolism. 
The research studies, which are reviewed in the present article, show that nanoparticles significantly reduce 
the relative abundance of the activated sludge microbial community associated with nitrification, denitrification, 
and phosphorus removal. The knowledge about the structure of the activated sludge microbial community with 
an assessment of nanomaterial toxicity can contribute to optimizing the sludge population and improving the 
performance of wastewater treatment plants.

Keywords: nanomaterials, microorganisms, activated sludge, toxicity, wastewater treatment plants

For citation: Strekalovskaya E.I., Sipkina E.I. Nanostructured materials as hazardous wastewater micropullutants: 
Sources, behavior, and impact on functional bacterial community of activated sludge. Proceedings of Universities. 
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ВВЕДЕНИЕ
Чистая вода является одним из важнейших элементов 

для поддержания жизни всех живых организмов. В то 
же время из-за быстрых темпов индустриализации и 
стремительного роста населения произошло загрязнение 
водных ресурсов во всем мире [1, 2]. Наноматериалы 
становятся новой группой загрязняющих веществ в 
окружающей среде. В мире активно увеличивается 
разнообразие искусственных наночастиц, а роль их 
использования в промышленных процессах и про-
изводстве потребительских товаров быстро растет. 
Между тем постепенно возникают опасения по поводу 
их потенциального неблагоприятного воздействия на 
микроорганизмы и окружающую среду, которое пока 
недостаточно изучено [3]. Перед учеными стоит задача 
более подробно рассмотреть воздействие наночастиц 
на различные живые организмы, первоочередными 
из которых являются микроорганизмы, являющиеся 
отличными индикаторами: благодаря своим малым 
размерам они имеют большую относительную поверх-
ность контакта с водной средой и способны быстрее 
реагировать на ее загрязнение, чем более высокоор-
ганизованные организмы.

Использование наноматериалов и наночастиц в 
товарах повседневного спроса становится все более 
распространенным, за счет чего их количество в потоках 
сточных вод увеличивается [4]. В то же время они все 
чаще используются для очистки сточных вод, что в 
конечном итоге приведет к их поступлению в окру-
жающую среду [5, 6]. Очистные сооружения являются 
одним из важных путей миграции наночастиц в окру-
жающую среду и их трансформации [7, 8]. Активный ил 
очистных сооружений – взвешенный микробный агрегат, 
играющий основную роль в удалении загрязняющих 
веществ, содержит множество микроорганизмов и их 
внеклеточные продукты. Микроорганизмы являются 
наиболее важными участниками систем очистки сточных 
вод, так как они способны разлагать различные орга-
нические вещества и обеспечивать круговорот таких 
элементов, как азот, фосфор и углерод [9, 10]. Поскольку 
доказано, что наночастицы могут проявлять токсич-
ность, их влияние на функциональные микроорганизмы 
активного ила заслуживает изучения.

Сточные воды после очистки попадают в реки и 
озера, и наночастицы в составе очищенных сточных 
вод могут представлять экологическую опасность для 
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водных объектов. Наночастицы могут оставаться в окру-
жающей среде в течение длительного времени, являясь 
потенциально или фактически токсичными для водной 
флоры и фауны [11]. Отработанный ил очистных соору-
жений попадает на иловые полигоны, накапливается 
на иловых картах, а также вносится в почвы в качестве 
удобрения. Площадь таких полигонов непрерывно 
растет, что ведет к отчуждению большого количества 
ценных земель, также наличие иловых площадок нега-
тивно сказывается на состоянии окружающей среды. 
Использованию ила в сельском хозяйстве препятствует 
большое содержание в них вредных веществ, посте-
пенное накопление которых при постоянном внесении 
приводит к загрязнению почвы [12]. 

Наночастицы относятся к опасным микрополлютантам, 
которые даже в низких концентрациях обладают высокой 
токсичностью. В связи с этим изучение наночастиц в 
потоках сточных вод имеет решающее значение для 
оценки рисков и контроля загрязнения окружающей 
природной среды. Целью данного обзора явилось выяв-
ление источников наночастиц, попадающих в сточные 
воды, определение их судьбы в сточных водах очистных 
сооружений, а также обсуждение их влияния на микро-
организмы активного ила – главного компонента био-
логической очистки сточных вод.

НАНОЧАСТИЦЫ В СТОЧНЫХ ВОДАХ  
ОЧИСТНЫХ СООРУЖЕНИЙ
Нанотехнологии являются динамично развивающейся 

областью научного интереса во всем мире, который 
связан с их уникальными физико-химическими свой-
ствами (магнитными, оптическими и электрохимическими) 
[13]. Продукты, полученные в результате применения 
нанотехнологий, можно отнести к категории наномате-
риалов (таких как наночастицы, нанокомпозиты, нано-
трубки и т.д.), наноинструменты и наноустройства [14]. 

В последние годы использование сконструиро-
ванных наночастиц увеличилось экспоненциально [15]. 
Наноматериалы – как органические, так и неоргани-
ческие – могут быть потенциальными загрязнителями 
и остаются по большей части неидентифицированными 
из-за ограничений аналитических методов их опреде-
ления. Наночастицы относятся к опасным микропол-
лютантам – загрязнителям, проявляющим токсичность 
в низких концентрациях (порядка нг/л). Они могут не 
только напрямую влиять на живые организмы, но и 
служить переносчиками органических и неорганических 
загрязнителей, а также усиливать токсическое действие 
других микрополлютантов [16].

Наночастицы все шире применяются в промышленных 
и бытовых целях, что влечет за собой рост объемов их 
производства, выбросов наночастиц в окружающую среду 
и связанные с этим риски для экосистем. На рисунке 
представлены основные источники, транспорт, судьба 
и экологические эффекты наноматериалов в потоках 
сточных вод. Нанотехнологии имеют потенциальное 
применение в сельском хозяйстве, машиностроении, 
производстве и медицине. Использование наномате-
риалов широко распространено и охватывает энерге-
тический сектор, сектор телекоммуникаций, компью-
терную технику, агрохимию и продукцию личной гигиены. 
Масштаб использования наноматериалов постоянно 

растет, и все большее их количество попадает в различные 
водоисточники [17]. Использование наноматериалов в 
медицинских целях имеет весомое преимущество бла-
годаря их уникальным свойствам, таким как сверхмалый 
размер, большое соотношение площади поверхности 
к массе и высокая реакционная способность [18]. Они 
успешно используются в доставке лекарств, терапии 
онкологии, нейропротекции, тканевой инженерии и 
визуализации тканей. Данный факт указывает на то, 
что использование наноматериалов в медицине обя-
зательно приведет к их попаданию в сточные воды на 
различных этапах производства и применения, осо-
бенно при производстве, применении и утилизации 
фармсредств, а также в быту [4, 19]. Кроме того, нано-
материалы становятся все более распространенными 
в наших повседневных продуктах [4]. Среди продуктов, 
получаемых на основе наночастиц, около 80% состоит 
из оксидов металлов, в которых 95% составляют ZnO, 
TiO2, Fe2O3, Al2O3 и SiO2 [20].

Данные исследований разнятся, но часть ученых 
указывает на то, что очистные сооружения сточных вод 
потенциально могут удалять более 90% поступающих 
наночастиц, таких как Ag, SiO2, TiO2 или CeO2 [21]. При 
этом не исключено, что остаточные концентрации 
некоторых наночастиц и продукты их трансформации 
в сточных водах могут влиять на некоторые организмы 
водных экосистем на стадиях их размножения и роста 
[22]. Напротив, В.С. Соуза с соавторами утверждают, 
что наночастицы TiO2, Ag и ZnO были обнаружены в 
опасных количествах после финишного процесса очистки 
сточных вод мембранной фильтрацией [23].

Около 90% стоков очистных сооружений составляют 
бытовые сточные воды [24]. Сточные воды считаются 
одним из основных источников распространения нано-
частиц в природной среде [25].

Наночастицы попадают в сточные воды следующим 
образом: 

– в результате производственных процессов, в 
которых используются наноматериалы; 

– после утилизации потребительских товаров, содер-
жащих компоненты наноматериалов; 

– из-за применения наноматериалов на очистных 
сооружениях; 

– вследствие косвенных сбросов в результате разло-
жения потребительских товаров на полигонах твердых 
бытовых отходов, а также из природных объектов [26]. 

Концентрация наноматериалов в сточных водах 
зависит прежде всего, от: 

– типа сточных вод (промышленные или бытовые); 
– количества производимого или используемого 

наноматериала; 
– концентрации «фиксированного» и «свободного» 

наноматериала в коммерческом продукте; 
– фракции, которая попадает в поток сточных вод, 

и степени разбавления;
– степени агломерации или адсорбции, происхо-

дящей в потоках сточных вод, которая изменяет форму 
наночастиц или удаляет их из раствора [4].

Хорошо известен факт того, что реагенты на основе 
наночастиц используются в качестве адсорбентов тяжелых 
металлов и радионуклидов. Это играет важную роль 
в процессе очистки сточных вод. Помимо меньшего 
размера частиц, еще одним фактором, который может 
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усложнить судьбу наночастиц при рекультивации сточных 
вод, является их функционализация [27]. Функционали-
зация – это процесс, посредством которого молекулы 
органических и поверхностно-активных веществ прикре-
пляются к наночастицам, удерживая их в дисперсном 
состоянии. В результате наночастицы могут вести себя 
совсем иначе, нежели обычные растворенные загряз-
нители, а также взвешенные частицы микронного 
размера во время очистки сточных вод [28].

Многие наночастицы не растворяются в воде, а 
образуют термодинамически нестабильные коллоидные 
дисперсии, агрегатное состояние которых зависит от pH, 
ионной прочности и наличия органических компонентов 
в составе наноматериалов [29]. Агрегация частиц опре-
деляется межчастичным взаимодействием, зависящим 
от вязкости и поляризуемости жидкости. Заряд нано-
частиц в жидкостях можно стабилизировать с помощью 
электрохимических процессов на поверхности. Силы 
взаимодействия разных наночастиц между собой и 
взаимодействия их с жидкостью играют ключевую роль в 
описании физических и химических процессов, а также 
временной эволюции свободных наночастиц в случае 
их взаимодействия с компонентами сточных вод [28]. 

Скорость осаждения частиц является экспоненци-
альной функцией размера частиц. Соответственно, 

скорость осаждения наночастиц значительно ниже и, 
следовательно, время осаждения – намного больше, 
чем у частиц микронного или субмикронного размера 
того же материала. В случае наночастиц гравитаци-
онный эффект может стать значительным только тогда, 
когда они взаимодействуют с другими коллоидными 
частицами, присутствующими в сточных водах. Свя-
зывание с коллоидными или другими микрочастицами 
также изменяет гидродинамический диаметр наночастиц 
с соответствующим изменением их плотности и плаву-
чести. Следовательно, без добавления коагулянтов и 
флокулянтов для увеличения среднего размера частиц 
или без адсорбции наночастиц крупными неоргани-
ческими частицами маловероятно, что наночастицы 
будут удалены в первичных отстойниках очистных соо-
ружений. При этом большинство процессов первичной 
очистки включает широкое использование коагулянтов, 
что может привести к адсорбции наночастиц и их даль-
нейшему осаждению [30]. Это подтверждается данными, 
согласно которым М.А. Кайзер c соавторами сообщили 
об эффективности удаления нано-TiO2 от 70 до 85% на 
восьми очистных сооружениях США; при этом большая 
часть массы TiO2 обнаружена в отстоявшемся иле [31]. 
Аналогичная эффективность удаления и связь с осадком 
были зарегистрированы для наночастиц CeO2 [32]. В то 

Схематичное изображение, иллюстрирующее происхождение, судьбу наноматериалов  
и экологические последствия их влияния в потоках сточных вод
Schematic representation illustrating the origin, fate and environmental impacts  
of nanomaterials in wastewater streams
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же время Л. Хоу с соавторами продемонстрировали, 
что значительная часть (более 90%) стабилизированных 
цитратом наночастиц Ag оставалась в сточных водах 
после первичного осветления и попадала на следующие 
стадии очистки. Впоследствие наночастицы Ag эффективно 
удалялись в каждом цикле обработки на протяжении 
15-дневного эксперимента в реакторе периодического 
действия (РПД) [33]. 

После первичной очистки подключаются этапы 
вторичной очистки с использованием биологических 
процессов, которые включают системы увеличения 
количества суспендированной биомассы и/или фик-
сированной биопленки за счет роста и размножения 
микроорганизмов. Наночастицы в процессе вторичной 
обработки неизбежно будут взаимодействовать с 
микробными клетками. Адгезия к клеточной стенке 
микроорганизмов и внеклеточным полимерным веще-
ствам (ВПВ) наночастиц, ассоциированных с микроор-
ганизмами, а также поглощение их микроорганизмами 
создаст градиент концентрации в неперемешиваемом 
слое в непосредственной близости к микробным 
клеткам, что приведет к образованию фиксированных 
пленок или устойчивых агрегатов, представляющих 
собой комбинацию обоих компонентов – наночастиц 
и микроорганизмов. Такие образования могут иметь 
жизненно важные последствия для метаболической 
активности микроорганизмов, например ограничение 
связи между клеткой и окружающей ее средой («чувство 
кворума» [28, 34, 35].

Таким образом, проходя через городскую трубо-
проводную сеть, масса наночастиц в конечном итоге 
накапливается на очистных сооружениях, которые 
обычно работают с использованием технологии активного 
ила [36]. Из-за абсорбции, агрегации и осаждения в 
активном иле наночастицы легко остаются в его избы-
точном количестве, что создает долгосрочные проблемы 
в процессах утилизации активного ила. 

ВОЗДЕЙСТВИЕ НАНОЧАСТИЦ  
НА МИКРООРГАНИЗМЫ АКТИВНОГО  
ИЛА ОЧИСТНЫХ СООРУЖЕНИЙ
Прослеживание судьбы наночастиц в системах очистки 

сточных вод показало, что большинство их накапли-
вается в системах биологической очистки сточных вод. 
Взвешенный микробный агрегат активный ил часто 
применяется в сточных водах для удаления органических 
соединений и питательных веществ (азота и фосфора) 
в результате метаболических процессов. Активный 
ил представляет собой совокупность биологических 
хлопьев средних размеров (от 0,1 до 3 мм) или гранул 
(от 1,5 до 4 мм), состоящих из клеток микроорганизмов, 
внеклеточных биополимеров, а также органических и 
неорганических соединений [37].

Малые размеры прокариот обеспечивают непосред-
ственное взаимодействие клетки с наночастицами. В 
ходе эволюции живые организмы не сталкивались с 
такими наночастицами и поэтому не имеют хорошо 
адаптированных защитных механизмов для борьбы с 
их неблагоприятными свойствами и токсичностью [38]. 
Поэтому ожидается, что наночастицы, накапливающиеся в 
хлопьях активного ила, изменят соотношения в популяции 
бактерий активного ила и взаимодействии между ними, 

что снизит эффективность удаления загрязнений [39]. 
Наночастицы металлов. Показано, что наночастицы 

серебра (Ag, наночастицы Ag) оказывали неблагоприятное 
воздействие на микроорганизмы микробного сооб-
щества активного ила [40]. В концентрации всего 0,4 мг/л 
наночастицы Ag ингибировали рост нитрифицирующих 
бактерий, а в концентрации 19 мг/л ингибировали в 
целом анаэробную микробную активность в биомассе 
осадка сточных вод. О. Чои с соавторами наблюдали, 
что наночастицы Ag (средний размер 14±6 нм) в кон-
центрации 1 мг/л на 86% ингибировали рост и дыхание 
нитрифицирующих бактерий. При этом наночастицы 
размером менее 5 нм оказались наиболее токсичными 
для бактерий [41]. При концентрации 1 мг/л наночастицы 
Ag (21 нм) не оказывали влияния на гетеротрофы, но 
ингибировали нитрифицирующие бактерии, что указывает 
на большую уязвимость нитрификации, чем денитри-
фикации при той же концентрации наночастиц [42]. 

После воздействия более крупных наночастиц 
Ag со средним размером 35 нм наблюдалось значи-
тельное (более чем на 50%) снижение численности рода 
Nitrosomonas и типа Chloroflexi, а также исчезновение 
представителей рода Nitrosococcus [43], которые могут 
участвовать в окислении углерода и нитрификации [44], 
что говорит о подавлении процессов удаления азота. В 
другом исследовании токсическое действие наночастиц 
Ag показано на бактериях, окисляющих аммиак при 
концентрации 0,25–10 мг/л [45].

Напротив, Ч. Шэн с соавторами обнаружили, что 
микробные ассоциации активного ила и биопленки были 
устойчивы к обработке наночастиц Ag (менее 15 нм), 
однако после удаления растворимых ВПВ ассоциации 
становились более чувствительными к токсическому 
действию наночастиц [46]. ВПВ являются основными 
компонентами микробных агрегатов, удерживая их 
вместе в трехмерной матрице [47]. Показано, что ВПВ 
могут защищать микробные сообщества от токсичности 
наночастиц [48]. Общий отрицательный заряд бактери-
альных ВПВ отталкивает наночастицы Ag, которые также 
заряжены отрицательно, и таким образом защищает 
бактерии от токсичности наночастиц. ВПВ также способны 
подавлять активные формы кислорода, образующиеся 
в результате обработки наночастиц Ag. Кроме того, ВПВ 
способны связывать высвобождающиеся ионы Ag+ из 
наночастиц, тем самым уменьшая степень контакта с 
бактериальными клетками. При этом очевидным является 
то, что чем меньше частица, тем больше отношение 
ее удельной площади поверхности к объему и выше 
химическая реактивность и биологическое действие. 
Исследования показали, что ВПВ как основные ком-
поненты слизистой матрицы хлопьев активного ила 
способны улавливать наночастицы и предотвращать их 
диффузию в гранулы или хлопья активного ила. Таким 
образом, бактериальные клетки, распространенные на 
поверхности хлопьев или гранул активного ила, подвер-
гаются большему токсическому воздействию наночастиц, 
чем бактерии, находящиеся внутри хлопьев. Однако 
при высоких концентрациях наночастиц Ag защитный 
барьер ВПВ снижается [49]. 

При более полном изучении микробного разнообразия 
активного ила с помощью пиросеквенирования показано, 
что в микробных сообществах доминировали протео-
бактерии, на долю которых приходилось от 32,9 до 45,7% 
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от общего числа бактериальных последовательностей, 
как в образцах, обработанных наночастицами, так и 
в контрольных образцах. Более распространенными 
после воздействия наночастиц являлись протеобактерии 
классов α и γ по сравнению с β и δ в контроле [50]. 

При воздействии комплекса наночастиц Ag-Fe (35 нм) 
отмечалось полное уничтожение типов Actinobacteria, 
Chloroflexi и снижение численности Proteobacteria, при 
этом относительная численность подклассов α- и δ-про-
теобактерий увеличивалась наряду с представителями 
типов Planctomycetes, Acidobacteria и Firmicutes [51]. 
Поскольку протеобактерии играют важную роль в 
процессе удаление органических отходов, фосфора и 
азота из сточных вод, негативное влияние наночастиц 
на численность данных представителей отрицательно 
скажется на производительности очистных сооружений. 
Также отмечается толерантность сфингобактерий 
(Sphingobacteria) к наночастицам Ag, которые связаны с 
быстрой деградацией лабильных органических веществ. 
Вместе с этим происходило увеличение численности 
представителей типа Bacteroidetes, способствующих 
вспениванию и набуханию осадка [52], что приводит к 
ухудшению работы активного ила и увеличивает эксплу-
атационные расходы на борьбу с пенообразованием 
на очистных сооружениях. Кроме того, наночастицы 
Ag повреждают структуру хлопьев и гранул активного 
ила, тем самым затрудняя осаждение и переработку 
осадка сточных вод [43]. 

Напротив, воздействие наночастиц хрома (Cr, средний 
размер около 50 нм) в концентрации 1 мг/л значительно 
способствовало процессу денитрификации и удалению 
фосфора в системе активного ила. Относительное обилие 
денитрифицирующих и удаляющих фосфор микроор-
ганизмов (роды Denitratisoma, Tauera, Dechromonas и 
Defluviicoccus) значительно увеличилось, как и пред-
ставителей Candidatus Accumulibacter, известных как 
организмы, накапливающие полифосфаты. И только 
относительное обилие Candidatus Competibacter (гли-
коген-аккумулирующие организмы) значительно сни-
зилось [53].

При изучении влияния на образцы флоккулированного 
активного ила (хлопьевидный ил) наноразмерным 
нуль-валентным железом (ННВЖ) (35 нм) в концентрации 
100 мг/л увеличивалась относительная численность филов 
 Firmicutes, Verrucomicrobia и Planctomycetes. В образцах 
аэробного гранулированного ила по сравнению с хло-
пьевидным после воздействия ННВЖ регистрировались 
бактерии, относящиеся к типам (родам) Acidobacteria, 
Thermi, Eubacteria. Кроме того, было отмечено увели-
чение количества Planctomycetes на уровне филума и 
элиминация Fimbriimonadia, Deinococci, Methanobacteria, 
Acidobacteria на уровне класса. Важную роль в флоку-
ляции играют протеобактерии, большее содержание 
которых отмечалось в аэробном гранулированном иле, 
при этом β-Proteobacteria и γ-Proteobacteria были преоб-
ладающими классами. Результаты продемонстрировали, 
что структура бактериального сообщества в гранулах 
была более стабильной к воздействию ННВЖ, чем в 
хлопьях активного ила, благодаря плотности и наличию 
нитчатых бактерий [54]. 

Таким образом, исследования показали, что 95–97,5% 
наночастиц попадают в активный ил после вторичной 
биологической очистки и около 5% попадают в различные 

водоисточники после финишного процесса очистки 
сточных вод. Избыточный активный ил с осажденными 
наночастицами, в свою очередь, активно используется 
в качестве мелиоранта почв, что увеличивает потенци-
альный риск для почвенных экосистем. Следовательно, 
необходимо выбрать подходящую утилизацию избы-
точного ила на городских очистных сооружениях для 
предотвращения миграции и трансформации наночастиц 
из ила в другие экологические экосистемы.

Наночастицы оксидов металлов и неметаллов. При 
исследовании анаэробных РПД с низким содержанием 
растворенного кислорода было обнаружено, что 50 мг/л 
нано-TiO2 и нано-SiO2 после длительного воздействия 
уменьшали микробное разнообразие и вызывали сдвиг 
в бактериальном сообществе активного ила. Следует 
отметить, что в присутствии наночастиц TiO2 (50 мг/л) пред-
ставители Nitrosomonas spp. элюировали из активного 
ила, а количество представителей Stenotropomonas spp., 
способных переносить высокие уровни металлических 
примесей и осуществлять денитрификацию нитратов, 
увеличивалось. Кроме того, было обнаружено, что в 
присутствии 50 мг/л наночастиц TiO2 наблюдалось доми-
нирование фосфат-аккумулирующих микроорганизмов 
(Candidatus Accumulibacter phosphatis) и представителей 
семейства Rhodocyclaceae [55]. Фосфат-аккумулирующие 
микроорганизмы, как известно, представляют собой 
неклассифицированный тип бетапротеобактерий, 
которые являются распространенными участниками 
бактериального сообщества на очистных сооружениях, 
осуществляющих усиленное биологическое удаление 
фосфора и накапливающих полифосфаты [56]. Увели-
чение численности фосфат-аккумулирующих микроор-
ганизмов и значительное снижение нитрифицирующих 
бактерий после воздействия наночастиц подтверждается 
результатами других работ [57, 58].

Реакции нитрификации, денитрификации, а также 
высвобождения и поглощения фосфора катализи-
руются ферментами. Обычно автотрофные бактерии 
(АОБ), окисляющие аммиак, используют аммиакмоно-
оксидазу, а последующее окисление нитрита в нитрат 
осуществляют нитритокисляющими бактериями (НОБ) 
с помощью нитритоксидоредуктазы. Согласно приве-
денным выше исследованиям, несмотря на отсутствие 
резкого влияния на удаление азота и фосфора из сточных 
вод, наночастицы TiO2 в концентрации 50 мг/л после 
длительного воздействия вызывали значительное 
замедление биологического удаления азота. Основными 
причинами такого ингибирующего эффекта является 
снижение содержания АОБ и ингибирование активности 
аммиакмонооксигеназы и нитритоксидоредуктазы. При 
этом не отмечалось изменений в активности экзопо-
лифосфотазы и полифосфаткиназы, связанных с уда-
лением фосфора и трансформацией внутриклеточных 
полигидроксиалканоатов и гликогена, что согласуется 
с отсутствием измеримого влияния наночастиц TiO2 на 
биологическое удаление фосфора. В этом исследовании 
ВПВ, выделяемые активным илом, вероятно, также 
защищают целостность поверхности активного ила 
после длительного воздействия наночастиц TiO2 [57].

Нано-TiO2 (14,1–29,8 нм, 50 мг/л) заметно и синер-
гически ингибировали бактериальное дыхание, что 
указывает на тяжелый окислительный стресс в клетках. 
С понижением концентрации наночастиц до 1 мг/л 
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данный токсический эффект сохранялся [59]. При 
этом отмечалось значительное снижение числен-
ности представителей родов Acinetobacter, Delftia, 
а также микроорганизмов в группе Allorhizobium-
Neorhizobium-Pararhizobium-Rhizobium, входящих в 
состав семейства Rhizobiaceae, которые относятся к 
числу наиболее важных азотфиксирующих бактерий [60]. 
Однако по другим исследованиям иные наночастицы, 
такие как наночастицы ZnO (89 нм, 10 и 50 мг/л) и Cu 
(30–50 нм, 5 мг/л), снижали эффективность удаления 
азота и фосфора за счет подавления соответствующих 
микроорганизмов и активности ферментов [61, 62]. При 
концентрации 1 мг/л наночастиц ZnO отмечалось незна-
чительное изменение численности бактерий активного 
ила. При увеличении концентрации наночастиц ZnO до 
50 мг/л наблюдалось снижение относительной числен-
ности филов Proteobacteria, Bacteroidetes и Nitrospirae, 
при этом представители фила Firmicutes становились 
доминирующими микроорганизмами активного ила. 
В целом результаты показали, что наночастицы ZnO 
снижали относительную численность грамотрицательных 
бактерий (таких как протеобактерии) по сравнению 
с грамположительными бактериями (Firmicutes) [63]. 
Вероятно, это связано с различием в структуре кле-
точной стенки. Грамположительные бактерии и их 
внутриклеточное содержимое защищено толстым 
слоем пептидогликана, содержащимся в составе кле-
точной стенки и составляющим до 90% от ее массы. 
Напротив, грамотрицательные бактерии имеют кле-
точную стенку, в состав которой входит тонкий слой 
пептидогликана (до 10%) и внешняя мембрана, что 
позволяет наночастицам легко проникать в клетку, тем 
самым нарушая клеточный метаболизм и приводя к 
гибели бактериальной клетки [64].

Воздействие наночастиц CeO2 (70–150 нм) уменьшало 
богатство представителей филума Acidobacteria, Chlo-
roflexi, Planctomycetes и Actinobacteria в активном иле 
очистных сооружений. С увеличением концентрации 
наночастиц токсическое воздействие усиливалось. После 
прекращения воздействия наночастиц CeO2 в течение 
двухнедельного периода восстановления микробное 
сообщество существенно не восстанавливалось [65]. 
Отмечается, что токсичность наночастиц ZnO выше, 
чем наночастиц CeO2 и TiO2, благодаря хорошей рас-
творимости [66]. Токсичность NPs ZnO при растворении 
объясняется активным высвобождением ионов Zn2+ 

из наночастиц.
При воздействии наночастиц CuO (40 нм) на активный 

ил регистрировалось снижение относительной числен-
ности γ-Proteobacteria, α-Proteobacteria, Planctomycetia 
и Ignavibacteria с увеличением концентрации от 5 до 
60 мг/л. Отмечалось уменьшение относительной чис-
ленности бактерий родов Dokdonella, Azospirillum и 
Hyphomicrobium, способных восстанавливать нитрат 
до азота в анаэробной среде. С увеличением кон-
центрации наночастиц CuO представители родов, 
обладающих денитрифицирующей способностью 
(Сomamona, Flavobacterium, Rhodanobacter и Azoarcus), 
имели тенденцию к увеличению относительной чис-
ленности. Относительная численность представителей 
родов Pseudomonas снижалась с 3,6 до 0,1% при уве-
личении концентрации наночастиц CuO в среде от 5 
до 60 мг/л. Представители рода Pseudomonas связаны 

как с денитрификацией, так и с удалением фосфора 
в системах биологической очистки сточных вод [67]. 
По сравнению с представителями рода Pseudomonas 
относительная численность Candidatus Accumulibacter 
несколько увеличивалась при концентрации наночастиц 
5, 30 и 60 мг/л, что было связано с поглощением фосфора 
в кислородной среде и высвобождением фосфора в 
анаэробной среде активного ила в процессе очистки 
сточных вод [68, 69]. Полученные результаты на уровне 
рода исследуемых микроорганизмов позволяют пред-
положить, что присутствие наночастиц CuO в притоке 
сточных вод, очевидно, влияет на относительную чис-
ленность микробного сообщества, связанного с нитри-
фикацией, денитрификацией и удалением фосфора.

Исследования воздействия наночастиц Fe3O4 (20 нм) 
на процессы активного ила продемонстрировали, что 
в концентрации 5–60 мг/л наночастицы приводили к 
угнетению активности микробных ферментов и сни-
жению скорости удаления азота и фосфора [67]. В других 
исследованиях показано, что наночастицы Fe3O4 (20 нм) 
не оказывали негативного влияния на удаление азота, 
тогда как специфическая активность анаммокса при 
концентрации, равной 200 мг/л, значительно возрастала, 
причем наночастицы Fe3O4 также влияли на доминантные 
представители бактериальной флоры [70, 71]. Также 
в исследовании продемонстрировано ингибирование 
микробной активности АОБ и усиление микробной актив-
ности НОБ после воздействия высокой концентрации 
наночастиц Fe3О4 в РПД. При концентрации 60 мг/л 
наночастиц Fe3О4 отмечалось снижение относительной 
численности на уровне классов Alphaproteobacteria 
(с 6,70% при 0 мг/л до 3,67% при 60 мг/л наночастиц 
Fe3О4), Gammaproteobacteria (с 43,41 до 8,19%, соответ-
ственно), Anaerolineae (с 6,14 до 2,74%), Ignavibacteria 
(с 2,30 до 0,70%), Planctomycetia (с 0,90 до 0,40%) 
и Actinobacteria (с 0,90 до 0,20%). Однако относи-
тельная численность β-Proteobacteria, δ-Proteobacteria, 
Sphingobacteriia и Flavobacteriia увеличивалась с 9,34, 
1,67, 14,52 и 1,27% при 0 мг/л наночастиц Fe3O4 до 
27,40, 6,04, 26,15 и 5,23% при 60 мг/л наночастиц 
Fe3O4 соответственно. На уровне рода относительная 
численность Nitrosomonas и Nitrosospira в присутствии 
наночастиц Fe3O4 снижалась. Относительная численность 
рода Nitrospira увеличивалась до 2,1% при концентрации 
наночастиц Fe3O4 5 мг/л, а с увеличением концентрации 
наночастиц Fe3O4 до 30 и 60 мг/л наблюдалось снижение 
численности и ее возвращение к значениям до воздей-
ствия [67]. Nitrosomonas и Nitrosospira связаны с про-
цессом окисления аммиака до нитрита, а Nitrospira тесно 
связаны с процессом окисления нитрита в нитрат [72, 73]. 
Полученные результаты показали, что наночастицы Fe3O4, 

очевидно, вызывают изменение микробного богатства 
Nitrosomonas, Nitrosospira и Nitrospira в активном иле 
очистных сооружений, что может влиять на процессы 
окисления аммиака и окисления нитритов в РПД. Также 
отмечалось снижение относительной численность пред-
ставителей родов Devosia, Paracoccus и Rhodanobacter 
с 1,1, 0,9 и 37,5% при 0 мг/л наночастиц Fe3O4 до 0,2, 
0,3 и 2,0% при 60 мг/л наночастиц соответственно. 
Ранее сообщалось, что роды Devosia, Paracoccus и 
Rhodanobacter обладают способностью восстанавливать 
нитраты или нитриты [74, 75]. В то же время числен-
ность родов Thauera, Comamonas (β-протеобактерии) 
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и Hyphomicrobium (α-протеобактерии), проявляющих 
денитрифицирующую способность, имела тенденцию к 
увеличению их относительного обилия с увеличением 
концентрации наночастиц Fe3O4. Известно, что бак-
терии рода Thauera способны разлагать широкий спектр 
органических кислот и ароматических соединений [76]. 
Относительная численность Candidatus Accumulibacter 
также увеличивалась с 0,9% при 0 мг/л наночастиц 
Fe3O4 до 9,8% при 60 мг/л наночастиц. Фосфат-акку-
мулирующие организмы осуществляют биологическое 
удаление фосфора путем его поглощения и запасания 
в виде внутриклеточных полифосфатов, которые выво-
дятся из системы в конце аэробного периода вместе с 
активным илом (так назыфваемым избыточным активным 
илом) [77]. Отмечалось заметное увеличение относи-
тельной численности в активном иле представителей 
рода Haliscomenobacter при воздействии наночастиц 
Fe3O4 в разных концентрациях (5, 30 и 60 мг/л). Род 
Haliscomenobacter по сравнению с другими микроорга-
низмами способен секретировать большее количество 
ВПВ [78], которые могли предохранять его от токсичности 
наночастиц. Представители рода Haliscomenobacter – 
обычные обитатели аэротенков, присутствующие в 
незначительных количествах, однако в подходящих 
для них условиях массово размножаются и вызывают 
вспухание активного ила, который выносится из вто-
ричных отстойников, ухудшая качество очищенной 
воды [67]. В исследовании Ц. Цзэн с соавторами от 
2021 г. показано, что при концентрации наночастиц 
Fe3O4 (300 и 600 мг/л) в РПД отмечается увеличение 
относительной численности протеобактерий (37,4 и 
39,1% соответственно), а при дальнейшем увеличении 
концентрации (800 мг/л) наночастиц отмечается их сни-
жение до 29,1%. Численность представителей микроор-
ганизмов, относящихся к Bacteroidetes, Actinobacteria 
и Thermus, при концентрации наночастиц Fe3O4 (300 и 
600 мг/л) была заметно выше (30,5–32,8, 20,6–21,8 
и 3,7–4,0% соответственно), чем в контроле, то есть 
при отсутствии наночастиц (28,0, 17,7 и 3,1% соответ-
ственно), а численность этих типов бактерий при кон-
центрации наночастиц, равной 800 мг/л, снижалась и 
составляла 28,0, 17,6 и 2,5% соответственно. Данные 
результаты показали, что увеличение концентрации 
наночастиц Fe3O4 способствовало росту этих типов, 
в то время как относительно высокая концентрация 
наночастиц Fe3O4 (более 800 мг/л) ингибировала рост 
исследуемых типов бактерий. При концентрации нано-
частиц Fe3O4, равной 300 и 600 мг/л, отмечалось также 
увеличение численности основных родов бактерий в 
активном иле, таких как Pseudomonas, Rhodanobacter 
и Bacillus. Однако при концентрации наночастиц Fe3O4 
выше 600 мг/л численность указанных родов снижалась. 
Как известно, Pseudomonas, Rhodanobacter и Bacillus 
способны разлагать фенольные соединения и полицикли-
ческие ароматические углеводороды. Таким образом, 
относительно низкая концентрация наночастиц Fe3O4 
повышала эффективность деградации фенола, тогда 
как относительно высокая концентрация наночастиц 
приводила к ее снижению в РПД [79]. Наличие ВПВ в 
системе активного ила также могло в некоторой степени 
защитить микроорганизмы от токсического воздействия 
наночастиц Fe3O4, что позволило сохранить эффектив-
ность деградации фенола. Поскольку наночастицы Fe3O4 

являются разновидностью магнитных наночастиц, они 
могут вызывать внутренний магнитный биоэффект и 
ускорять рост и активность микроорганизмов [80].

Наночастицы Al2O3 также считаются одними из наи-
более распространенных наночастиц, поступающих на 
очистные сооружения [7]. И. Чэнь с соавторами [81] 
обнаружили, что кратковременное воздействие нано-
частиц Al2O3 (70–100 нм) в концентрации от 1 до 50 мг/л 
оказывало незначительное влияние на эффективность 
нитрификации, денитрификации и удаление фосфора 
из сточных вод. Тем не менее при длительном воздей-
ствии наночастиц Al2O3 в концентрации более 50 мг/л 
наблюдалось снижение эффективности удаления общего 
азота с 80,4 до 62,5% за счет подавления процесса 
денитрификации, хотя биологическое удаление фосфора 
и трансформация внутриклеточных полигидроксиалка-
ноатов и гликогена не пострадали. В другом исследовании 
гетеротрофные микроорганизмы, составлявшие большую 
часть бактериального сообщества в биомассе активного 
ила, незначительно угнетались даже при высоких концен-
трациях наночастиц до 1000 мг/л при размере частиц 
менее 50 нм. Степень их ингибирования варьировала от 
9,3 до 11,1%. В свою очередь, биохимическая активность 
автотрофных бактерий, ответственных за удаление азота 
из сточных вод, пострадала значительно сильнее, чем 
это наблюдалось у гетеротрофных микроорганизмов. 
Степень ингибирования биохимической активности 
нитрифицирующих микроорганизмов составила более 
50%, что свидетельствует о значительном влиянии нано-
частиц Al2O3 на нитрификаторы. Наиболее вероятной 
причиной ингибирования нитрифицирующих бактерий 
наночастицами Al2O3 является инактивация ферментов, 
катализирующих превращение аммонийного азота в 
нитрит, а затем в нитрат [82].

Таким образом, вариации относительной числен-
ности микробного сообщества на уровне типов, классов 
и родов показали, что присутствие наночастиц, оче-
видно, влияет на микробное богатство и разнообразие 
активного ила.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Длительное воздействие высоких доз наночастиц 

приводит к уменьшению или исчезновению некоторых 
бактерий, оказывает ингибирующее действие на деятель-
ность бактериальных ферментов, что влияет на работо-
способность активного ила очистных сооружений. Из-за 
различной структуры активный ил очистных сооружений 
по-разному реагирует на присутствие наночастиц. Так, 
гранулированный активный ил представляет собой 
агрегаты с компактной внутренней частью, напоми-
нающие по характеристикам биопленки, что отличает его 
от обычных хлопьев активного ила и обуславливает его 
первоначальную устойчивость к воздействию наночастиц 
и к защите бактерий, присутствующих во внутренних 
слоях гранулированного активного ила. Однако наружный 
слой гранул (до 100 мкм от поверхности гранул) заселен 
аэробными бактериями, в том числе нитрификаторами, 
которые по результатам экспериментальных данных 
угнетались воздействием наноматериалов в большей 
степени, чем другие представители бактериального 
сообщества активного ила. 

В целом представленные в обзоре работы показывают, 
что наночастицы значительно снижают относительную 
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численность микробного сообщества активного ила, 
отвечающего за удаление соединений углерода, азота 
и фосфора. Различное влияние наночастиц на микро-
флору активного ила зависило как от их химического 
состава, так и от используемых концентраций.

Избыточная нагрузка сточных вод, поступающих в 
системы очистки, нарушает нормальные биологические 
процессы в активном иле. Существенное влияние на 
производительность микроорганизмов активного ила, 
вероятно, возможно и за счет токсического воздействия 
поступающих наноматериалов в потоки сточных вод. 

Отсутствие «эффективных» микроорганизмов в конечном 
итоге приведет к тому, что сточные воды низкого качества 
будут поступать в окружающую среду, нанося ущерб 
как окружающей среде, так и человеку.

Таким образом, накопление наночастиц в активном 
иле очистных сооружений влияет на функции микробных 
сообществ и процессы круговорота элементов, так как 
микроорганизмы являются важными компонентами, 
участвующими в биогеохимических циклах, включая 
циклы углерода, азота, серы и фосфора.
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Влияние физико-химических факторов на специфическую  
активность протеаз, применяемых в биотехнологии сыров
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Аннотация. В технологии производства сыров важным технологическим звеном является получение сгустка 
под влиянием протеолитических ферментов. В зависимости от состава молокосвертывающие ферментные 
препараты по-разному влияют на качественные характеристики сгустка, отделение сыворотки и выход готового 
продукта. Сегодня на российском рынке представлен широкий ассортимент отечественных и импортных 
молокосвертывающих ферментных препаратов. В связи с этим выбор коагулянта молока сыродельными 
предприятиями должен осуществляться в соответствии с тем, сыры какой группы вырабатываются предпри-
ятием. На молокосвертывающую активность ферментных препаратов может оказывать влияние активная 
кислотность смеси, а также температура раствора при приготовлении ферментного препарата, так как она 
является основным показателем продолжительности свертывания смеси и, следовательно, качества образо-
ванного сгустка. Исследование специфической активности молокосвертывающих ферментных препаратов 
при их приготовлении в рабочем растворе с различной активной кислотностью (рН от 4,0 до 8,0) показало, 
что при сдвиге активной кислотности в щелочную сторону молокосвертывающая активность всех препаратов 
значительно снижалась. Применение растворов с рН 4,0 приводило к увеличению молокосвертывающей 
активности говяжьего пепсина на 94%, сычужно-говяжьего препарата ВНИИМС СГ-50 – на 72%, сычужного 
фермента – на 36% относительно контроля. Самым чувствительным к колебаниям активной кислотности 
являлся говяжий пепсин. Исследование влияния температуры субстрата в диапазоне от 30 до 40 °С показало, 
наибольшей чувствительностью к изменению температуры отличался сычужный фермент. Проведенные иссле-
дования показали, что правильно подобранная ферментная композиция является действенным рычагом, 
влияющим на качество вырабатываемого сыра. 

Ключевые слова: молокосвертывающие ферменты, молокосвертывающая активность, термостабильность, 
ферментативное свертывание, активная кислотность, пепсин, химозин, ферментные композиции
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Abstract. The formation of a clot under the influence of proteolytic enzymes is an essential stage in cheesemaking 
technology. Depending on their composition, milk-clotting enzyme preparations have a different effect on the quality 
characteristics of the clot, whey separation, and yield of the finished product. At present, the Russian market offers 
a wide range of domestic and imported milk-clotting enzyme preparations. In this connection, the choice of a milk 
coagulant by cheese makers should be carried out in accordance with the cheese group produced by the enterprise. 
The milk-clotting activity of enzyme preparations depends not only on the active acidity of the mixture, but also on the 
temperature of the solution used to obtain them. It is the solution temperature that has a determining effect on the 
duration of the coagulation process and, therefore, the quality of the formed clot. Research into the specific activity 
of milk-clotting enzyme preparations, obtained in a working solution with different active acidity (pH from 4.0 to 8.0), 
showed their milk-clotting activity to decrease significantly upon pH shifting to the alkaline region. Application of 
solutions with a pH of 4.0 led to an increase in the milk-clotting activity of bovine pepsin, VNIIMS SG-50 rennet-bovine 
preparation, and rennet enzyme by 94, 72, and 36%, respectively, relative to the control. Bovine pepsin demonstrated 
the highest sensitivity to fluctuations in active acidity. A study into the effect of substrate temperature in the range 
from 30 to 40 °C established rennet to be the most sensitive preparation to temperature changes. It is concluded 
that a properly selected enzyme composition is an effective means for affecting the quality of cheese products. 

Keywords: milk-clotting enzymes, milk-clotting activity, thermostability, enzymatic coagulation, active acidity, pepsin, 
chymosin, enzyme compositions

For citation: Sturova Yu.G., Grishkova A.V., Konshin V.V., Prosekov A.Yu. Influence of physicochemical factors on the 
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and Biotechnology. 2024;14(3):352-361. (In Russian). DOI: 10.21285/achb.935. EDN: GEWFBW.

ВВЕДЕНИЕ
Ферменты являются соединениями белковой 

природы, которые синтезируются в клетках живых 
организмов и обладают каталитической активностью, 
оказывая воздействие на протекание биохимических 
реакций. Производство ферментных препаратов имеет 
большое практическое значение, так как их применение, 
например, в сыродельной отрасли, способствует форми-
рованию различных органолептических, реологических 
и физико-химических показателей продукта. Следует 
отметить, что они могут оказывать как положительное, 
так и отрицательное влияние на качество получаемого 
продукта. Ферментативный распад веществ, входящих 
в состав молока, является важным процессом при фор-
мировании основных качественных характеристик 
продуктов. Для получения различных характеристик 
в сыроделии активно используют протеазы и липазы, 
относящиеся к классу гидролаз. 

В технологии производства натуральных сыров 
является важным процесс получения сгустка под вли-
янием молокосвертывающих ферментов. В зависимости 
от происхождения молокосвертывающие ферментные 

препараты (МФП) по-разному влияют на качественные 
характеристики сгустка, сырного зерна, отделение сыво-
ротки и выход готового продукта [1–3].

Применяемые МФП оказывают влияние на процесс 
созревания и формирование органолептических харак-
теристик сыра. После формирования сгустка в сырной 
массе находится от 6 до 10% используемого фермента, 
соответственно, под его действием протекают даль-
нейшие протеолитические реакции, влияющие на 
формирование таких важных показателей, как вкус 
и консистенция сыра [4, 5].

Субстратом для МФП является казеин молока при 
наличии ионов кальция. Следует отметить, что на фор-
мирование вырабатываемого сыра важное влияние 
оказывают и другие компоненты молока – вода, жир, 
соли, белки сыворотки.

Протеолитические ферменты, применяемые в 
сыроделии, относятся к кислым протеазам. Их мак-
симальная активность проявляется в кислой среде. 
Действие химозина направлено на разрыв связи 
105 (Phe) – 106 (Met) в молекуле ĸ-казеина, тогда как 
пепсин расщепляет белковую молекулу и по другим 
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пептидным связям. Требование к МФП заключается в 
том, чтобы они разрывали связь 105 (Phe) – 106 (Met) 
во много раз быстрее, чем другие связи в протеинах 
молока [5–9]. Это важно во время выработки сыра, 
чтобы произошла коагуляция казеина и значительная 
часть белка не осталась в сыворотке. Высокая неспец-
ифическая протеолитическая активность МФП в про-
цессе свертывания молока нежелательна, так как при 
этом растворимые продукты протеолиза остаются в 
сыворотке, снижая тем самым выход сыра, также 
теряется для сыра и гликомакропептид, отделяемый 
МФП от молекулы ĸ-казеина в результате реакции 
протеолиза. Тем не менее данная реакция является 
основной при выработке сычужного сыра, поэтому с 
этим нужно мириться [5, 10–13]. 

Молокосвертывающая активность МФП может изме-
няться в зависимости от породы коровы, от которой 
получено молоко, а также индивидуальной изменчивости 
состава молока. Все это в целом можно квалифицировать 
как влияние происхождения и состава молока [4].

На активность МФП оказывают влияние кислотность 
смеси, вносимых в нее доз заквасочной микрофлоры 
и хлористого кальция. Это необходимо учитывать при 
расчете дозы фермента, которая вносится в смесь для 
образования сгустка хорошего качества в процессе 
выработки сыра [4–6].

Важную роль играет температура раствора при 
приготовлении МФП. Она является основным показа-
телем продолжительности свертывания смеси и, следо-
вательно, качества образованного сгустка. Повышение 
температуры является физическим катализатором при 
протекании химических реакций, соответственно, при 
увеличении температуры должна возрастать скорость 
реакции. В то же время в случае биологических суб-
стратов нужно работать в узком диапазоне температур, 
поскольку повышение последней может привести к 
денатурации фермента, в результате чего он потеряет 
свою активность.

Существует температурный оптимум, при котором 
ферментные препараты проявляют наибольшую актив-
ность. Для МФП животного происхождения он составляет 
от 35 до 37 °С.

Активность МФП в значительной степени зависит от 
величины рН, так как ферменты представляют собой 
коллоидные белковые вещества. Для каждого фер-
мента существует оптимум рН, при котором протео-
литическая реакция протекает с максимально высокой 
скоростью [5, 6, 14].

В практической деятельности важно соблюдать 
оптимальный температурный режим и поддерживать 
требуемый уровень рН во время производства или 
хранения ферментированных молочных продуктов. 
Так, например, уровень активной кислотности и влаж-
ность сырной массы являются важными факторами, 
определяющими протеолитическую активность МФП, 
перешедших в состав сырной массы [15].

Оптимум специфической протеолитической активности 
химозина при гидролизе казеина находится при рН 4, 
сывороточного альбумина — при рН 3,4. Специфич-
ность гидролиза казеина химозином в высокой степени 
зависит от уровня рН. Например, при рН 6,8 химозин 
в молекуле казеина расщепляет одну из 33 связей, а 
при рН 2,3 — одну из 8. Это объясняется тем, что при 

изменении рН молока продолжительность коагуляции 
зависит не только от активности МФП, но и от элек-
тростатических и гидрофобных параметров мицеллы 
казеина. При снижении активной кислотности молока 
с 6,8 до 6,0 происходит уменьшение отрицательного 
заряда молекулы казеина, следствием чего является 
снижение сил электростатического отталкивания между 
мицеллами и одновременное усиление гидрофобных 
взаимодействий. В совокупности это ускоряет обра-
зование сгустка при сычужном свертывании [16–18].

Для поддержания активности фермента в молоко, 
подвергнутое предварительной тепловой обработке 
и предназначенное для выработки сырного сгустка, 
вносят хлористый кальций. 

Важно отметить, что все существующие традици-
онные технологии выработки сычужных сыров отраба-
тывались на применении сычужного фермента. Такие 
параметры, как температура свертывания молока, 
качество сгустка, продолжительность вымешивания 
и температура второго нагревания, отлив сыворотки 
и внесение воды, время созревания основывались 
на использовании сычужного фермента. Подбор зак-
васочной микрофлоры также происходил с учетом их 
взаимодействия с сычужным ферментом в зависимости 
от способности использовать образуемые в результате 
протеолитической реакции пептиды в качестве субстрата.

Для выработки сыров с низкой температурой второго 
нагревания в сыроделии стали широко применять сме-
севую композицию, содержащую в своем составе 50% 
химозина и 50% пепсина. Ее применение позволяет 
производить сыры более высокого качества в данной 
группе, чем при использовании химозина или пепсина 
в чистом виде [19, 20].

Применение чистого пепсина негативно влияет на 
выход сыра, снижая его на более чем на 0,25%, а также 
на созревание продукта. Первый фактор важен с эко-
номической точки зрения в объемах промышленного 
производства, второй – с точки зрения формирования 
органолептических характеристик продукта. Так, короткие 
пептиды, образующиеся в процессе гидролиза молекулы 
белка, являются горькими, что влияет на вкус, а широкий 
протеолиз в целом оказывает влияние на консистенцию 
(например, формируя порок «мажущая консистенция»). 
С этим связана рекомендация для сыров с длительными 
сроками созревания применять МФП с высоким содер-
жанием химозина (не менее 70%) [19, 20].

Целью проведенных исследований являлась оценка 
молокосвертывающей (специфической) активности МФП 
с различным качественным составом в зависимости 
от рН рабочего раствора ферментного препарата и рН 
молока, а также температуры субстрата.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Все исследования, необходимые для проведения 

данной работы, осуществлялись в лаборатории кафедры 
технологии продуктов питания и Центре комплексных 
исследований и экспертной оценки пищевой продукции 
«АлтайБиоЛакт» Алтайского государственного техниче-
ского университета им. И.И. Ползунова.

В качестве эталонного образца сравнения при-
меняли Отраслевой контрольный образец сычужного 
фермента (ОКО СФ) производства ОАО «Московский 
завод сычужного фермента». Исследовали сычужный 
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фермент (СФ), сычужно-говяжий препарат (ВНИИМС СГ-50) 
и говяжий пепсин (ГП) производства ОАО «Московский 
завод сычужного фермента». 

Абсолютную молокосвертывающую активность и 
соотношение активности пепсина и химозина опре-
деляли по ОСТ 10 288-2001. 

Готовили 1%-ные растворы исследуемых МФП в дис-
тиллированной воде. Перед исследованием растворы 
ферментов прогревали при 35 °С в течение 15 мин на 
водяной бане и охлаждали до комнатной температуры.

Процедура определения молокосвертывающей 
активности состояла в следующем: 5 мл подготов-
ленного субстрата помещали в стеклянные пробирки, 
выдерживали в течение 5 мин на водяной бане при 
температуре 35 °С, добавляли 0,1 мл исследуемого 
ферментного препарата, затем включали секундомер 
и тщательно перемешивали содержимое пробирки.

Начало реакции коагуляции определяли по образо-
ванию хлопьев в капле молока, наносимой на стенки 
пробирки стеклянной палочкой.

При подготовке субстрата сырое сборное непа-
стеризованное молоко нагревали на водяной бане 
до температуры 72 °С и выдерживали при этой тем-
пературе в течение 10 мин, затем быстро охлаждали в 
проточной воде до температуры (22±2) °С. В охлажденное 
молоко вносили хлористый кальций до конечной концен-
трации 3 мМ. При необходимости активную кислотность 
молока доводили до 6,5 ед. рН раствором 1,0 М НСl. 
Подготовленное таким образом молоко использовали 
для дальнейших исследований.

Расчет молокосвертывающей активности произво-
дился по формуле

𝑀𝑀𝑀𝑀 = 𝐴𝐴
𝑇𝑇1×𝑇𝑇2

, 

где А – аттестованная молокосвертывающая активность 
ОКО СФ в условных единицах на 0,1 г; Т1 – время свер-
тывания с ОКО СФ; Т2 – время свертывания с иссле-
дуемым образцом.

В исследованиях применялись ацетатный (рН 3,7–5,6) 
и фосфатный (рН 5,8–8,0) буферный растворы. Все 
использованные в работе реактивы имели квалифи-
кацию «ч.д.а.» или «х.ч.». 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
МФП играют двойную роль в процессе выработки 

сыра: специфическая активность определяет скорость 
и качество образуемого сгустка, а неспецифическая 
(протеолитическая активность) – процесс созревания и 
формирования качественных характеристик продукта.

На первом этапе исследований у всех образцов МФП 
была определена молокосвертывающая активность при 
стандартных условиях. Результаты представлены в табл. 1.

Из табл. 1 видно, что уровень молокосвертывающей 
активности исследуемых образцов МФП соответствует 
декларируемой. Кроме того, у натуральных замени-
телей СФ животного происхождения важно оценивать 
качественный состав, который подразумевает соотно-
шение основных ферментных компонентов – говяжьего 
пепсина и химозина. Эти показатели также являются 
декларированными величинами.

Результаты исследования представлены на рис. 1.  
Из рис. 1 видно, что фактическое содержание химозина 

в препарате СФ больше на 19% по сравнению со 
средним значением декларируемого показателя 
(химозин ≤ 70, пепсин ≥ 30). В препарате ВНИИМС СГ-50 
доля пепсина выше декларируемой величины на 7% 
(химозин = 50, пепсин = 50). Препарат ГП содержал 
в своем составе 15% химозина. Следует отметить, 
что качественный состав отечественных препаратов 
может быть нестабильным, но тем не менее удовлет-
воряет требованиям, предъявляемым сыродельным 
производством [3, 19, 20].

Рис. 1. Состав молокосвертывающих ферментных 
препаратов

Fig. 1. Composition of milk-converting enzyme preparations

В результате проведенных исследований выявлено, 
что большей величиной молокосвертывающей актив-
ности обладал СФ. Данный результат может быть обу-
словлен погрешностью выполнения метода измерений. 
Также это может быть связано с тем, что СФ содержит 
наибольшее количество химозина, оптимум действия 
которого приближен к стандартным условиям свертывания 
молока: рН 6,5 усл.ед., 35 °С. Кроме того, колебания 
активности препаратов могут изменяться в зависимости 
от кислотности, качества и состава перерабатываемого 
молока, от количества внесенного хлористого кальция. 
Данная информация на сыродельных предприятиях 
может способствовать наиболее оптимальному расходу 
препаратов [12, 16, 18].

Активная кислотность (рН) раствора МФП влияет 
на их активность. Каждый фермент проявляет свою 
максимальную активность в узком диапазоне, при этом 
сдвиг рН среды может снижать уровень молокосверты-
вающей активности ферментов. Поэтому рН раствора 
МФП является важным показателем.

На рис. 2 приведен график зависимости уровня 
молокосвертывающей активности ферментного пре-

Таблица 1. Молокосвертывающая активность образцов 
ферментных препаратов

Table 1. Milk-clotting activity of enzyme samples

Наименование 
препарата

Молокосвертывающая активность, 
усл.ед/г

декларируемая фактическая
 СФ 110000±5000 114512
 ВНИИМС СГ-50 110000±5000 111650
 ГП 110000±5000 110000
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парата от уровня активной кислотности раствора при 
изменении активной кислотности буферных растворов 
от 4,0 до 8,0 усл.ед. с дискретностью 1,0 усл.ед. По 
результатам исследования видно, что специфическая 
(молокосвертывающая) активность исследованных 
ферментных препаратов, приготовленных в растворе 
с рН 7,0 ед., находилась приблизительно на одном 
уровне. Сдвиг кислотности в кислую или щелочную 
сторону способствовал, соответственно, увеличению 
или снижению молокосвертывающей активности МФП.
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Рис. 2. Зависимость уровня молокосвертывающей 
активности ферментного препарата от уровня активной 
кислотности водного раствора

Fig. 2. Relationship between milk-clotting activity level  
of enzyme preparation and active acidity level of aqueous 
solution

Наиболее высокая активность была присуща фер-
ментным препаратам, рН раствора которых лежал в 
диапазоне от 4,0 до 5,0 ед. С увеличением доли пепсина 
в составе МФП активность фермента росла при зна-
чении рН 4,0. При сдвиге рН в щелочную сторону 
молокосвертывающая активность всех препаратов 
значительно снижалась. Так, при снижении активной 
кислотности от 7,0 до 8,0 ед. рН молокосвертывающая 
активность ГП уменьшалась на 5,4%, ВНИИМС СГ-50 – 
на 2,8%, СФ – на 2,6% относительно контроля. Приме-
нение растворов с рН 4,0 ед. приводило к увеличению 
молокосвертывающей активности ГП на 94%, ВНИИМС 
СГ-50 – на 72%, СФ – на 36% относительно контроля. 
Это объясняется тем, что оптимумом действия всех 
МФП, как было сказано выше, является кислая среда, 
а в щелочной они начинают терять свою активность. 
Следует отметить, что при этом активность МФП остается 
в пределах нормы [12, 16, 18].

Из приведенных на рис. 2 результатов исследований 
можно заключить, что МФП с увеличением доли пепсина 
становятся более чувствительными к изменениям рН 
раствора. Так, в случае СФ при снижении рН до 5,0 ед. 
происходило увеличение молокосвертывающей актив-
ности на 25%, а при увеличении рН до 8,0 ед. – снижение 
на 2,5%. При этом молокосвертывающая активность 
ГП при рН 5,0 ед. возрастала на 58%, а при рН 8,0 ед. 
снижалась на 5,4%.

Полученные данные можно применить в практи-
ческой деятельности. Так, на большинстве сыродельных 
предприятий для приготовления растворов МФП при-
меняют пастеризованную водопроводную воду, уровень 
рН которой приближается к значению 8,0 ед. Как было 
сказано выше, при таких значениях активной кислот-

ности раствора молокосвертывающая активность МФП 
уменьшается. Это в свое время ведет к излишнему 
расходу препарата, что экономически нецелесообразно, 
а также отрицательно влияет на процесс выработки, 
обуславливая получение рыхлого сгустка, и приводит 
к порокам вкуса (горького, салистого).

Влияние концентрации ионов водорода в субстрате 
на продолжительность свертывания представлено на 
рис. 3. При снижении активной кислотности молока 
продолжительность образования сгустка зависит не 
только от молокосвертывающей активности МФП, но 
и от электростатических и гидрофобных характеристик 
мицеллы к-казеина. При низких значениях рН молока 
происходит снижение отрицательного заряда молекулы 
белка. Это приводит к снижению сил электростатиче-
ского отталкивания между мицеллами, одновременно 
усиливает казеин-казеиновые гидрофобные взаимодей-
ствия и ускоряет образование сгустка при сычужном 
свертывании молока. Напротив, увеличение рН молока 
приводит к более длительному процессу свертывания 
молока всеми ферментами, что видно из рис. 3. Важно 
отметить, что СФ является более стабильным при данных 
изменениях рН: продолжительность свертывания смеси 
в диапазоне активной кислотности от 5,0 до 8,0 ед. 
изменилась от 152 до 207 с. Самым чувствительным 
к колебаниям активной кислотности является ГП: про-
должительность свертывания смеси в указанном диа-
пазоне рН изменилась от 109 до 224 с.
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Рис. 3. Влияние концентрации ионов водорода  
на продолжительность свертывания молока  
под действием ферментных препаратов

Fig. 3. Effect of hydrogen ion concentration on the duration 
of milk coagulation under the action of enzyme preparations

Для успешного применения МФП в производстве 
важно не только учитывать молокосвертывающую 
активность, заключающуюся в специфической реакции 
отщепления гликомакропептида от молекулы к-казеина, 
и неспецифическую протеолитическую активность, 
характеризующуюся непрерывным расщеплением 
казеина во времени, что может стать причиной сни-
жения качества вырабатываемого сыра, но и контро-
лировать термостабильность ферментных препаратов. 
Термостабильность МФП оказывает большое влияние 
на протеолиз и является одним из основных регуляторов 
интенсивности и направленности первичных протео-
литических реакций при созревании сыра. Результаты 
исследования этого параметра показали, что в зависи-
мости от качественного состава МФП имеют различную 
устойчивость к воздействию температуры. 

График изменения уровня молокосвертывающей 
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активности ферментных препаратов при изменении 
температуры молока в качестве субстрата с внесением 
всех компонентов, применяемых при выработке сыра, 
от 30 до 40 °С с шагом в 5 °С приведен на рис. 4,  
а изменение продолжительности свертывания молока 
при нарастании температуры инкубирования субстрата 
представлено на рис. 5.

 

y = 29863x + 48162
y = 25549x + 46603

y = 22475x + 46269

60 000
70 000
80 000
90 000

100 000
110 000
120 000
130 000
140 000
150 000

30 35 40

М
ол

ок
ос

ве
рт

ы
ва

ю
щ

ая
 а

кт
ив

но
ст

ь,
 

ус
л.

ед
.а

кт
.

Температура инкубирования субстрата, °С

сычужный фермент ВНИИМС СГ-50 говяжий пепсин

Рис. 4. Изменение уровня молокосвертывающей 
активности ферментных препаратов при увеличении 
температуры инкубирования субстрата

Fig. 4. Changes of milk-clotting activity of enzyme 
preparations versus incubation temperature of the substrate

Наибольшей чувствительностью к изменению 
температуры отличался СФ. Значительные колебания 
молокосвертывающей активности наблюдались при 
повышении температуры с 30 до 35 °С. ВНИИМС СГ-50 
увеличил свертывающую активность в этом диапазоне 
на 34,6%, ГП – на 33,5%, а СФ – на 29%. С повышением 
температуры инкубирования субстрата молокосверты-
вающая активность ферментных препаратов нарастает, 
достигая наибольших значений при 40 °С.  

Температура молока является важным параметром, 
влияющим на свойства сгустка. Оптимальным для полу-
чения плотного, не образующего сырной пыли сгустка 

в сыроделии является диапазон от 33 до 35 °С. Повы-
шение температуры до 40 °С приводит к получению у 
сгустка резинистой консистенции, поскольку сырное 
зерно преждевременно приобретает оболочку, след-
ствием чего является плохое отделение сыворотки. 
Это, в свою очередь, может негативно отразиться на 
созревании полученного сыра и на формировании его 
органолептических характеристик [19]. 

Отдельный интерес представляла оценка качества 
сгустка и скорости его образования с применением 
изученных МФП. Для этого в условиях лаборатории 
был смоделирован процесс выработки сыра с низкой 
температурой второго нагревания. Физико-химические 
показатели молочной смеси для проведения экспе-
римента и основные вносимые компоненты пред-
ставлены в табл. 2.

Все факторы, которые необходимо учитывать при 
формировании сгустка, образующегося вод воздей-
ствием МФП, были максимально приближены к единому 
значению: температура свертывания составляла 35 °С, 

Таблица 2. Физико-химические показатели молочной смеси

Table 2. Physico-chemical parameters of the milk mixture

Показатели смеси Смесь с СФ Смесь с ВНИИМС СГ-50 Смесь с ГП
Смесь: 
  жир, % 
  кислотность, °Т

 
2,9±0,07 
17±0,5

Внесено на 100 л: 
  KNO3, г 
  CaCl2, г 
  БК Алтай С, %

 
20±0,65 
35±0,45 
1,0±0,1

Кислотность перед свертыванием, °T 
рН

20±0,5 
6,46±0,01

20±0,5 
6,45±0,01

20±0,5 
6,47±0,01

МФП внесено на 100 л смеси: 
  СФ 70/30 
  ВНИИМС СГ-50  
  ГП

 
2,25 

– 
–

 
– 

2,25 
–

 
– 
– 

2,25
Температура свертывания, °С 35
Продолжительность, мин: 
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обработки до второго нагревания (включая 
разрезку сгустка и отлив сыворотки)

29
 

30

32
 

30

34

30

Рис. 5. Влияние температуры субстрата  
на продолжительность свертывания под действием 
ферментных препаратов
Fig. 5. Effect of substrate temperature on the duration  
of coagulation under the action of enzyme preparations
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кислотность смеси – (6,46±0,1) ед. рН. Растворы МФП, 
вносимые в модельные смеси, были приготовлены с 
применением буферного раствора с активной кис-
лотностью 6,0 ед. рН, оптимальной по результатам 
проведенных исследований. Процесс образования 
сгустка во всех образцах протекал активно. Сгусток 
был плотный, хорошо отделялся от краев, на изломе 
давал ровные края с выделением прозрачной сыво-
ротки. Зерно равномерно уплотнялось и обсыхало, 
имело необходимую упругость. 

Анализ полученных с помощью секундомера данных 
показал, что продолжительность свертывания пони-
жалась в ряду ГП ˃ ВНИИМС СГ-50 ˃ СФ. Скорость обра-
зования сгустка с применением СФ была максимальной 
(29 мин) по сравнению с препаратами ВНИИМС СГ-50 
(32 мин) и ГП (34 мин), что соответствует допустимым 
пределам. Согласно нормативной документации на 
производство полутвердых сыров с низкой темпера-
турой второго нагревания, данная величина должна 
составлять (30±5) мин. Это можно объяснить различным 
содержанием химозина и пепсина в исследуемых МФП. 
Химозин синтезируется для обеспечения свертывания 
молока и поэтому гидролизует ключевую пептидную 
связь 105 (Phe) – 106 (Met) с образованием крупных 
фрагментов в отличие от пепсина, атакующего большое 
количество пептидных связей, как в казеине, так и в 
белках, поступающих с твердыми кормами [20]. 

Кроме того, ГП, содержащий в своем составе 85% 
активности пепсина от общей молокосвертывающей 
активности МФП, обладает гораздо более высокой 
протеолитической активностью по сравнению с химо-
зином, гидролизует белки с образованием коротких 
пептидов, что увеличивает время образования и снижает 
прочность образования сгустка [3, 16, 17, 20].

Также представляла интерес оценка органолепти-
ческих показателей полученных сгустков (табл. 3). 

Качество сгустка оценивали по пятибалльной 
шкале. Первые два образца (с применением СФ и 
ВНИИМС СГ-50) получили наивысший балл, потому что 
структура сгустка соответствовала требованиям для 
сыроделия, третий же образец отличался пониженной 
плотностью сгустка, поэтому ему присвоена оценка 
4. Показатели оценки можно объяснить различным 
содержанием химозина в трех образцах, первый и 
второй образец обладают большим его содержанием 
(89 и 57% соответственно), что способствует получению 
более плотного, однородного сгустка.

Подведя итог, можно сделать вывод, что наилучшие 
сгустки получились при использовании СФ и ВНИИМС 
СГ-50. Они образовались с наибольшей скоростью, 
также обладали большей плотностью, твердостью и 
упругостью. Следовательно, при выработке сыра с 

применением этих ферментов можно будет снизить 
потери белка и жира с сывороткой в отличие от при-
менения ГП. Это является важным моментом с точки 
зрения экономики предприятия. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Важнейшей задачей сегодняшнего дня для про-

изводителей является равномерная в течение всего 
года работа и круглогодичная поставка на рынок про-
дукции таким образом, чтобы при этом создавались 
еще и резервы на межсезонный период. Эта задача 
выполнима при условии применения рычагов регу-
лирования процесса созревания сыров. В частности, 
выполнение данной задачи можно решить при исполь-
зовании в выработке сыров композиций ферментных 
препаратов разного состава.

Качественный состав (соотношение пепсина и 
химозина) молокосвертывающих ферментов позволит 
оказывать влияние на длительность процесса созре-
вания сыра, направленно влиять на формирование 
органолептических характеристик продукта. На актив-
ность самих ферментов можно влиять с помощью 
физическо-химических факторов, например таких, 
как активная кислотность раствора и температура.

Как показали результаты исследований, МФП с 
большей долей пепсина в составе проявили большую 
чувствительность к изменениям рН раствора.

Исследование специфической активности МФП при 
их приготовлении в рабочем растворе с различной 
активной кислотностью (рН от 4,0 до 8,0 ед.) показало, 
что при сдвиге активной кислотности в щелочную сторону 
молокосвертывающая активность всех препаратов 
значительно снижалась. Применение растворов с 
рН 4,0 ед. приводило к увеличению молокосверты-
вающей активности ГП на 94%, ВНИИМС СГ-50 – на 
72%, СФ – на 36% относительно контроля. 

Изучение молокосвертывающей активности МФП 
в зависимости от рН молока (рассматриваемый диа-
пазон от 5,0 до 8,0 ед. рН) показало, что СФ являлся 
более стабильным при данных изменениях рН. Самым 
чувствительным к колебаниям активной кислотности 
являлся ГП.

Исследование влияния температуры субстрата (диа-
пазон значений от 30 до 40 °С) на молокосвертывающую 
активность МФП показало, наибольшей чувствитель-
ностью к изменению температуры отличался СФ.

Оптимальный качественный состав МФП является 
действенным рычагом, влияющим на качество выра-
батываемого сыра, поскольку МФП влияет на качество 
сгустка, постановку и формирование сырного зерна, 
отделение сыворотки, регулирует первичные процессы 
протеолиза и созревание сыра.

Таблица 3. Органолептические показатели сычужного сгустка

Table 3. Organoleptic parameters of the rennet

Показатель СФ ВНИИМС СГ-50 ГП

Структура сгустка

Очень плотный сгусток с четкими 
границами, без образования 
хлопьев белка, отлично отделяет 
сыворотку светло-зеленого цвета

Плотный сгусток с ровными 
краями, без образования 
хлопьев белка, хорошо отделяет 
сыворотку светло-зеленого цвета

Менее плотный сгусток 
с ровными краями, без 
образования хлопьев белка, 
хорошо отделяет сыворотку 
светло-зеленого цвета

Балльная оценка 5 5 4
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Оценка стабильности фикобилипротеинов оптическим  
методом при их хранении в водно-спиртовом растворе

И.Н. Гудвилович , А.Б. Боровков 

Институт биологии южных морей имени А.О. Ковалевского РАН, Севастополь, Российская Федерация

Аннотация. Целью работы являлась оценка стабильности пигментов, относящихся к группе фикобилипро-
теинов, выделенных из биомассы цианобактерии Spirulina (Arthrospira) platensis и красной микроводоросли 
Porphyridium purpureum. Водные экстракты фикобилипротеинов получали после двукратного замораживания 
сырой биомассы Arthrospira platensis и Porphyridium purpureum, экстракцию проводили фосфатным буфером 
(0,05 М, рН = 7) на холоде (5 °С) в течение 24 часов. К полученным экстрактам добавляли 96%-й этанол до 
его концентрации в растворе 20%. Хранение водно-спиртовых экстрактов фикобилипротеинов осуществляли 
3 месяца, контроль концентраций пигментов проводили оптическим методом. Наибольшую стабильность при 
хранении продемонстрировал пигмент аллофикоцианин. Самая высокая скорость деструкции фикобилипро-
теинов наблюдалась при их хранении на свету при комнатной температуре. Скорость деградации пигментов в 
этих условиях в 9 и в 80 раз (для В-фикоэритрина и С-фикоцианина соответственно) превышала аналогичные 
показатели при их хранении в темноте и на холоде. Наименее стойким, по сравнению с другими исследо-
ванными фикобилипротеинами, оказался С-фикоцианин. Скорость его деградации при всех вариантах хранения 
была от 5 до 10 раз выше, чем В-фикоэритрина в аналогичных условиях. Обязательным условием сохранения 
С-фикоцианина и В-фикоэритрина в водно-спиртовых растворах являлось отсутствие света, а в случае С-фико-
цианина и пониженная температура. Допустимо также хранение В-фикоэритрина в темноте при комнатной 
температуре. Такой режим может обеспечить сохранность до 86% пигментов в водно-спиртовых растворах 
на протяжении 25–30 суток.

Ключевые слова: фикобилипротеины, С-фикоцианин, В-фикоэритрин, скорость деградации, Spirulina platensis, 
Porphyridium purpureum
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extracts of phycobiliproteins were obtained following a double freezing of the raw biomass of Arthrospira platensis 
and Porphyridium purpureum. An extraction was carried out with a phosphate buffer (0.05 M, pH = 7) in the cold 
(5 °C) for 24 hours. To the extracts obtained, 96% ethanol was added until its concentration in the solution was 
20%. The hydroalcoholic extracts of phycobiliproteins were stored for three months. Pigment concentrations were 
monitored by an optical method. The allophycocyanin pigment demonstrated the highest storage stability. The highest 
degradation rate of phycobiliproteins was observed during their storage in the light at room temperature. The degra-
dation rate of pigments under these conditions was 9- and 80-fold higher (for B-phycoerythrin and C-phycocyanin, 
respectively) than similar indices during their storage in the dark and in the cold. C-phycocyanin was the least stable, 
compared to other studied phycobiliproteins. Its degradation rate under all storage options was 5- to 10-fold higher 
than that of B-phycoerythrin under similar conditions. An essential conservation requirement for C-phycocyanin 
and β-phycoerythrin in hydroalcoholic solutions was the absence of light. For C-phycocyanin, a low temperature was 
necessary as well. Storage of B-phycoerythrin in the dark at room temperature is acceptable. These conditions can 
ensure the conservation of up to 86% of pigments in hydroalcoholic solutions for 25–30 days.

Keywords: phycobiliproteins, C-phycocyanin, B-phycoerythrin, degradation rate, Spirulina platensis, Porphyridium 
purpureum
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ВВЕДЕНИЕ
Микроводоросли являются одним из важнейших 

источников натуральных красителей, интерес к которым 
в последнее время значительно возрос [1–4]. 

В состав светособирающих антенных комплексов, 
обычно присутствующих у цианобактерий (синезеленых 
водорослей), красных водорослей, некоторых крипто-
монад, входят пигменты, относящиеся к группе фико-
билипротеинов (ФБП), которые представляют собой 
ярко окрашенные и сильно флуоресцирующие белко-
во-пигментные компоненты [1, 3, 5–7]. ФБП являются 
ценными природными продуктами биотехнологии с 
реальным и/или потенциальным применением в 
нутрицевтике и фармацевтике, пищевой и космети-
ческой промышленности, а также в биомедицинских 
исследованиях и клинической диагностике [1, 3, 4, 6]. 
Наиболее широкое практическое применение находят 
такие представители этой группы, как синий пигмент 
С-фикоцианин (С-ФЦ) и красный пигмент В-фикоэритрин 
(В-ФЭ) [2, 3, 5, 6, 8].

Потенциальное применение ФБП определяется 
чистотой получаемого продукта. Считается, что ФБП 
являются пригодными для пищевых целей, когда 
Dmax ФБП / D280 ≤ 0,7, химически чистыми – когда 
Dmax ФБП / D280 находится в диапазоне от 0,7 до 3,9, 
и аналитически чистыми – когда Dmax ФБП / D280 ≥ 4,0 
(где D – оптическая плотность) [2, 5].

Благодаря своей белковой природе, водораство-
римости и красивой окраске ФБП вызывают интерес 
прежде всего как натуральные пищевые красители  
[4, 5, 9]. Из-за определенной токсичности синтетических 
красящих веществ спрос на природные красители в 
производстве пищевых продуктов, детских игрушек, 
косметологии, фармацевтике только увеличивается  
[1, 3, 5]. Кроме того, благодаря высокому биологи-
ческому потенциалу ФБП, в том числе проявляемым 
антиоксидантным, противовоспалительным, гепато-
протекторным и противоопухолевым свойствам, эти 
пигменты оказывают положительное влияние на здо-
ровье человека [1–3, 6, 10]. 

ФБП высокой степени очистки благодаря их флуо-
ресцентным свойствам широко применяют при прове-
дении флуоресцентных анализов высокого разрешения 
в гистохимии, проточной цитофлуориметрии, клеточном 
флуоресцентном сортинге (сортировке разнородных 
клеток), флуоресцентной иммунодиагностике и в детек-
тировании макромолекул [4]. Фикоэритрин в комплексе 
с флуоресцеином применяют для двойного мечения 
антител, что находит использование при диагностике 
онкологических заболеваний и синдрома приобретенного 
иммунодефицита [5]. 

Коммерческий интерес к этим соединениям обу-
словлен их высоким содержанием в биомассе водо-
рослей и цианобактерий, а также достаточно простыми 
технологическими процедурами, позволяющими раз-
рушить клеточные стенки и получить водные экстракты 
соединений, которые приобретают красивую синюю 
или розовую окраску [2, 4, 6, 11]. 

Тем не менее применение ФБП в пищевых продуктах 
ограничено их невысокой стабильностью. Процессы 
деструкции этих пигментов в водных растворах про-
текают под воздействием света и многих других физи-
ко-химических факторов, таких как низкие или высокие 
значения pH, высокая ионная сила раствора, высокие 
температуры [2, 4, 9, 12–14]. Кроме того, водные рас-
творы белковых соединений являются хорошей средой 
для размножения микрофлоры. При высушивании 
получаемой биомассы также наблюдается частичная 
денатурация ФБП, несмотря на это, характерный цвет и 
биологическая активность высушенных препаратов при 
условии соблюдения режимов хранения сохраняются 
годами [15]. 

Деградация белковой фракции оказывает значи-
тельное влияние на сохранность цвета ФБП [10, 11]. Для 
защиты структурного порядка белковых цепей в качестве 
консервантов часто используются стабилизирующие 
агенты (глюкоза, сахароза, лимонная кислота, сорби-
новая кислота, хлорид натрия, аскорбиновая кислота 
и азид натрия [2, 5, 9, 10, 13], которые позволяют 
сохранить цвет пигмента и избежать его денатурации. 
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В то же время применение ряда добавок для стаби-
лизации ФБП, таких как азид натрия и дитиотриэтол, 
неприемлемо в случае их применения в медицине и 
пищевой промышленности.

Стабильность ФБП крайне важна для расширения 
их использования в различных прикладных направ-
лениях. Поскольку пищевые красители могут подвер-
гаться воздействию неблагоприятных условий как 
на этапах производства, так и при хранении, важно 
оценить их стабильность под воздействием светового 
и температурного факторов, а также при добавлении 
консерванта, пригодного для пищевого использования, 
для разработки технологических режимов хранения 
продуктов [9, 11, 14]. В связи с этим проблема подбора 
условий для сохранения их структуры остается доста-
точно актуальной. 

Использование достаточно широкого спектра кон-
сервантов повышает стабильность ФБП и является 
эффективным способом увеличить сроки их хранения. 
Ранее было показано, что в качестве консерванта при 
хранении фикоцианина и фикоэритрина в водных 
растворах может быть использован этанол с концен-
трацией до 20% [12, 16, 17]. Целью этой работы была 
оценка стабильности ФБП, выделенных из биомассы 
цианобактерии Arthrospira platensis и красной микро-
водоросли Porphyridium purpureum, при их хранении 
в водно-спиртовом растворе.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Водный экстракт С-ФЦ получали из биомассы циа-

нобактерии Arthrospira (Spirulina) platensis (Nordstedt) 
Gomont, а B-ФЭ – из красной микроводоросли Por-
phyridium purpureum (семейство Bangiales, класс 
Rhodophyta). Культуры A. platensis и P. purpureum из кол-
лекции Научно-образовательного центра коллективного 
пользования Федерального исследовательского центра 
«Институт биологии южных морей имени А.О. Ковалев-
ского РАН» «Коллекция гидробионтов Мирового океана» 
выращивали в лабораторных условиях на питательных 
средах состава: 

NaNO3 – 1,2 г×л-1, NaH2PO4•2H20 – 0,45 г×л-1, 
Na2EDTA – 0,037 г×л-1, FeC6H5O7•3H20 – 0,0265 г×л-1, 
MnCl2•4H20 – 0,004 г×л-1, Co(NO3)2•6H20 – 0,0031 г×л-1, 
(NH4)6Mo7O24•4H20 – 0,0009 г×л-1, K2Cr2(SO4)2•4H20 – 
0,0017 г×л-1 – для P. purpureum [18]; 

NaHCO3 – 16,8 г×л-1, K2HPO4 – 0,5 г×л-1, NaNO3 – 
2,5 г×л-1, K2SO4 – 1,0 г×л-1, NaCl – 1,0 г×л-1, Na2EDTA – 
0,08 г×л-1; FeSO4•7H2O – 0,01 г×л-1; CaCl2 – 0,04 г×л-1, 
MgSO4•7H2O – 0,2 г×л-1 – для A. platensis [8].

Биомассу заливали небольшим количеством воды, 
двукратно замораживали и размораживали с целью 
разрушения клеточных оболочек для быстрого извле-
чения ФБП. Далее проводили экстракцию фосфатным 
буфером (0,05 М, рН = 7) на холоде (5 °С) в течение 
24 часов. Полученный экстракт центрифугировали при 
3000 об.×мин-1 в течение 15 минут. Образцы экстрактов 
доводили 96%-м этанолом до конечной концентрации 
этанола в растворе 20%. Хранение экстрактов осу-
ществляли в следующих условиях: в темноте при тем-
пературе 5 °С; в темноте при температуре 18–20 °С; при 
естественной освещенности и температуре 18–20 °С. 
Хранение водно-спиртовых экстрактов ФБП в этих 
условиях проводили на протяжении 3 месяцев, кон-

троль концентраций пигментов осуществляли опти-
ческим методом. Спектры экстрактов ФБП промеряли 
на регистрирующем спектрофотометре СФ-2000 (ОКБ 
Спектр, Россия) в диапазоне длин волн 400–800 нм с 
шагом 0,1 нм. Регистрировали оптическую плотность 
полученных экстрактов в области характеристических 
максимумов поглощения В-ФЭ (545 нм), R-фикоцианина 
(R-ФЦ) (615 нм), С-ФЦ (620 нм) и аллофикоцианина (АФЦ) 
(650 нм), а также при 750 нм (для учета неспецифиче-
ского поглощения раствора). Концентрацию пигментов 
в водных экстрактах рассчитывали по [19].

Для P. purpureum:
В-ФЭ = 0,1 × D545 – 0,063 × D615 + 0,023 × D650;

R-ФЦ = 0,154 × D615 – 0,080 × D650;
AФЦ = 0,147 × D650 – 0,020 × D615.

Для A. platensis:
С-ФЦ = 0,166 × D620 – 0,091 × D650;
АФЦ = 0,159 × D650 – 0,041 × D620,

где D – значения оптической плотности для соответ-
ствующих длин волн.

Скорость деструкции пигментов в растворах к, сут.-1, 
рассчитывали аппроксимацией полученных эмпирических 
данных по концентрации соответствующих пигментов, 
используя уравнение 
 C = C0 × exp(–k × t), (1)
где С – концентрация пигмента; С0 – концентрация 
пигмента в начальный момент времени; t – время, сут.

Рассчитывали средние арифметические x ̅ , стан-
дартные отклонения S, основные ошибки средних, 
доверительные интервалы для средних Δx .̅ Все расчеты 
проводили в программах Libre Office и Scidavis для 
уровня значимости α = 0,05. В таблице и на графиках 
представлены средние значения и рассчитанные дове-
рительные интервалы (x ±̅Δx ̅) для трех повторностей. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Синий пигмент фикоцианин и красный фикоэритрин 

находят наибольшее практическое применение; другие 
ФБП, содержащиеся в биомассе клеток микроводорослей 
и цианобактерий, производятся в ультрамалых количе-
ствах в основном для исследовательских целей [5]. Как 
показано ранее, эти пигменты весьма чувствительны к 
условиям окружающей среды, а деградация белковой 
фракции существенно влияет на стабильность окраски 
и биоактивность фикоцианина и фикоэритрина [13, 20], 
то есть на параметры, являющиеся основными для 
практического применения этих пигментов. 

Отсутствие консервантов при хранении ФБП значи-
тельно сокращает сроки их хранения, особенно в случае 
воздействия светового и температурного факторов [16, 21]. 
Высокую скорость деструкции пигментов в этом случае, 
вероятно, можно объяснить разрушением пигмента под 
действием негативных факторов, а также сопутствующим 
размножением микрофлоры в экстракте [16]. 

В связи с этим часто рассматривают применение 
стабилизаторов для сохранения цвета и предотвра-
щения процессов окисления [9, 10, 13]. Некоторые 
вещества исключаются из соображений безопасности, 
например азид натрия и дитиотреитол [13], кроме того, 
консерванты и стабилизаторы не должны денатури-
ровать белок или изменять его оптические и антиок-

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour


365

Гудвилович И.Н., Боровков А.Б. Оценка стабильности фикобилипротеинов оптическим методом…  
Gudvilovich I.N., Borovkov A.B. Storage stability of phycobiliproteins in a hydroalcoholic solution evaluated…

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour 

сидантные свойства. Так, использование 5% хлорида 
натрия индуцировало белковое осаждение [13], а его 
эффективность как стабилизатора фикоцианина была 
отмечена при более низком содержании соли в растворе 
(2,5–20 г×л-1), причем с увеличением концентрации 
NaCl сохранность пигмента при хранении повышалась 
[10]. Использование лимонной кислоты в качестве 
консерванта позволило сохранить 67% фикоцианина 
от его первоначального количества, в то время как без 
использования консервантов после 45 дней хранения 
в растворе оставалось менее 3% пигмента [13].

На рис. 1 показан характер изменения концентраций 
ФБП в водно-спиртовом растворе при их хранении в 
различных условиях. 

За 3 месяца хранения водно-спиртовых растворов 
пигментов концентрации С-ФЦ и В-ФЭ снизились при 
всех вариантах хранения экстрактов. Так, концентрация 
С-ФЦ существенно снизилась даже при хранении его в 
темноте и на холоде: снижение составило 14 и 44% за 
27 и 90 суток соответственно от его первоначального 
содержания в растворе (см. рис. 1, a). При аналогичных 
условиях хранения концентрация В-ФЭ на протяжении 
27 суток существенно не изменилась, а существенное 
снижение концентрации пигмента отмечено после 
этого периода (см. рис. 1, b). Таким образом, общее 
снижение концентрации В-ФЭ за 3 месяца составило 
17% по сравнению с первоначальными значениями. 

Следует отметить, что экстракты В-ФЭ при хранении в 
темноте сохраняли интенсивную розовую окраску в 
течение 3 месяцев.

При хранении экстрактов при комнатной температуре 
в темноте концентрация С-ФЦ снижалась значительно 
быстрее, чем в первом варианте. Так, за 27 суток содер-
жание этого пигмента в растворе уменьшилось в 2,5 
раза, а за 90 суток – в 6 раз. Снижение концентрации 
В-ФЭ при аналогичных условиях хранения также было 
более четко выражено: за 27 суток содержание пигмента 
в растворе уменьшилось на 11%, а за 90 суток – на 
29% по сравнению с первоначальными значениями 
(см. рис. 1, a, b). 

Самая высокая скорость деструкции С-ФЦ и В-ФЭ 
в водно-спиртовых растворах наблюдалась при хра-
нении их на свету при комнатной температуре: в этих 
условиях концентрация С-ФЦ уже через 5 суток была 
близка к нулевым значениям, а концентрация В-ФЭ 
снизилась до минимальных значений за 27 суток 
(см рис. 1, a, b).

Характер изменения динамики концентрации R-ФЦ в 
основном совпадал с изменением концентрации В-ФЭ 
при аналогичных условиях хранения (см. рис. 1, c). Что 
касается изменения концентрации АФЦ в водно-спир-
товом растворе, то этот пигмент был наиболее стабилен: 
даже при хранении на свету при комнатной температуре 
его концентрация за 27 суток снизилась на 13% от пер-

Рис. 1. Динамика концентраций фикобилипротеинов в водно-спиртовых растворах: a – С-фикоцианина;  
b – В-фикоэритрина; c – R-фикоцианина; d – аллофикоцианина 
Fig. 1. Dynamics of phycobiliprotein concentrations in water-alcohol solution: a – C-phycocianin; b – B-phycoerythrin;  
c – R-phycocianin; d – allophycocyanin
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воначальной, а при хранении в темноте существенно 
не изменилась за 90 суток хранения (см. рис. 1, d).

На основании полученных экспериментальных 
данных были рассчитаны скорости деградации В-ФЭ 
и С-ФЦ в водно-спиртовых растворах (рис. 2, таблица). 

Таким образом, наименее стойким при хранении 
в водно-спиртовом растворе оказался пигмент С-ФЦ: 
скорость его деградации даже при наиболее благопри-
ятных условиях хранения (темнота, холод) была в 5 раз 
выше, чем скорость деградации В-ФЭ при аналогичных 
условиях (см. рис. 2, a, таблицу).

Повышение температуры от 5 до 18–20 °С суще-
ственно повлияло на процессы деградации С-ФЦ, уве-
личив ее скорость более чем в 7 раз (см. рис. 2, a, 
таблицу). В случае В-ФЭ аналогичное изменение условий 
также оказало влияние на процессы деструкции пиг-
мента: скорость его деградации увеличилась в 4 раза 
(см. рис. 2, b, таблицу). Наиболее неблагоприятными 
условиями, при которых отмечена наиболее высокая 
скорость деградации пигментов в растворах, является 
комбинация освещенности и повышенной температуры. 
В таких условиях скорости деградации В-ФЭ и С-ФЦ в 
проведенном эксперименте были максимальны и в 

9 и 80 раз соответственно превышали аналогичные 
показатели при хранении этих пигментов в темноте и 
на холоде (см. рис. 2, таблицу).

В процессе хранения также изменялись значения 
соотношений ФБП (рис. 3).

Значения соотношения В-ФЭ/R-ФЦ на протяжении 
эксперимента снижались только для варианта хранения 
на свету при комнатной температуре (см. рис. 3, a). При 
хранении водно-спиртовых растворов ФБП в темноте 
численное значение этого соотношения увеличивалось 
на 10 и 20% за 1 и 3 месяца соответственно. Изменение 
динамики значений соотношений В-ФЭ/АФЦ и R-ФЦ/АФЦ  
имело однонаправленный характер для каждого из 
вариантов эксперимента: снижалось за 3 месяца хра-
нения на 31–36% и 46–49% для первого и второго 
вариантов соответственно и за 1 месяц более чем на 
75% для третьего варианта (см. рис. 3, b, c). Это сви-
детельствует о преимущественной деградации В-ФЭ и 
R-ФЦ по сравнению с АФЦ.

В современных исследованиях уделяется большое 
внимание кинетике деградации ФБП в растворах, а 
также способам снижения скорости протекания этих 
процессов. Так, установлено, что концентрация пигментов, 

Рис. 2. Изменение концентраций С-фикоцианина (a) и В-фикоэритрина (b) в водно-спиртовых растворах (сплошные линии – 
аппроксимация экспериментальных данных уравнением (1); значения коэффициентов (скорости деградации пигментов) 
приведены в таблице)
Fig. 2. Degradation of C-phycocyanin (a) and B-phycoerythrin (b) in water-alcohol solution (solid lines are approximation  
of experimental data by equation (1); the values of coefficients (pigments degradation rates) are given in Table)

Скорость деградации фикобилипротеинов в водно-спиртовых растворах при различных условиях хранения

Degradation rate of phycobiliproteins in water-alcohol solutions under different storage conditions

Условия хранения
С-фикоцианин В-фикоэритрин

Скорость деградации, сут.-1 R2 Скорость деградации, сут.-1 R2

В темноте при температуре 5 °С 0,0054 0,94 0,0011 0,93

В темноте при температуре 18–20 °С 0,0400 0,89 0,0042 0,99

При естественном освещении  
и температуре 18–20 °С 0,4466 0,99 0,094 0,99
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Рис. 3. Динамика соотношений фикобилипротеинов в водно-спиртовом растворе: a – В-фикоэритрин/R-фикоцианин;  
b – В-фикоэритрин/аллофикоцианин, c – R-фикоцианин/аллофикоцианин
Fig. 3. Dynamics of phycobiliprotein ratios in water-alcohol solution: a – B-phycoerythrin/R-phycocianin;  
b – B-phycoerythrin/allophycocyanin, c – R-phycocianin/allophycocyanin

контролируемая по значениям спектров поглощения, 
снижалась в зависимости от времени, температуры и 
интенсивности светового воздействия [7, 11, 13]. При 
более низкой температуре процесс деградации ФБП в 
растворе протекал значительно медленнее, чем при 
повышенной [10, 11, 13, 14]. Показано, что при воздей-
ствии света концентрация фикоцианина в растворе сни-
жалась дозозависимым образом как функция времени, 
а совместное воздействие повышенной температуры 
и света приводило как к снижению относительной кон-
центрации фикоцианина, так и к уменьшению периода 
его полураспада [10, 13].

Согласно предыдущим исследованиям, оптимальными 
условиями, необходимыми для поддержания стабиль-
ности ФБП в водных растворах, являются: pH от 5,5 
до 7,5, низкая температура и хранение в темноте  
[10, 11, 13]. Так, было отмечено, что наиболее яркая 
окраска водных растворов фикоэритрина и фикоцианина 
наблюдалась в диапазоне рН от 6,5 до 7,5, а увеличение 
кислотности или щелочности среды вызывало резкое 
снижение максимума поглощения пигментов, что при-
водило к изменениям в характере кривой поглощения 
[7, 11, 20]. При существенном отклонении значений рН 
от оптимального диапазона наблюдалась коагуляция 
и осаждение ФБП в растворе, что приводило к обес-
цвечиванию пигмента и в целом к снижению качества 
экстрактов [7, 11, 12, 14, 20].

Кроме того, отмечено, что растворы фикоцианина, 
имеющие пищевую чистоту, демонстрировали более 
высокую стабильность по сравнению с растворами 
очищенного пигмента. По-видимому, многоступенчатый 
процесс очистки и стабилизации белка, включая лио-
филизацию, оказывает влияние на нативную структуру 
белка, чувствительную к такому воздействию [13].

Несмотря на то что полученные в эксперименте рас-
творы пигментов не проходили стадии дополнительной 
очистки, а рН экстрактов находился в оптимальном 
для хранения диапазоне, экспериментальные данные 
подтвердили неустойчивость С-ФЦ в водно-спиртовом 
растворе: даже при хранении в темноте через 27 суток в 
растворе оставалось менее 50% от его первоначального 
содержания. Световой фактор являлся наиболее небла-
гоприятным и определяющим сроки хранения исследо-
ванных пигментов в растворе, особенно в комбинации 
с повышением температуры хранения. Самые высокие 
темпы деградации С-ФЦ, R-ФЦ и В-ФЭ отмечены при их 
хранении на свету при комнатной температуре. В этих 
условиях практически полная деградация С-ФЦ в рас-
творе отмечена после 1 недели, а R-ФЦ и В-ФЭ – после 
4 недель хранения. В целом при хранении в водно-спир-
товом растворе отмечена высокая стабильность АФЦ: 
даже при воздействии света на протяжении 90 суток 
хранения при комнатной температуре его концентрация 
в растворе существенно не изменялась.
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Полученные экспериментальные данные в целом 
соответствуют общей тенденции по исследованиям, 
представленным в литературе: основными физико-хими-
ческими параметрами, определяющими стабильность 
ФБП в растворах, являются световые и температурные 
условия, а также рН [2, 4, 9, 12–14]. Рассчитанные 
скорости деградации С-ФЦ и В-ФЭ в проведенном 
эксперименте (см. таблицу) соответствуют данным, 
представленным в работах [7, 11, 14] и полученным 
при аналогичных условиях хранения ФБП. При хранении 
С-ФЦ в темноте на холоде в течение 15 суток стабиль-
ность пигмента в водном растворе без консерванта 
и в водно-спиртовом растворе была сопоставима, что 
подтверждается полученными экспериментальными 
данными [16, 21]. При повышении температуры до 
комнатной скорость деструкции С-ФЦ в случае хранения 
его в водно-спиртовом растворе в 3 раза ниже, чем в 
растворе без консервантов [16, 21].

Все вышеизложенное подтверждает возможность 
использования этилового спирта в качестве консерванта 
водных экстрактов ФБП, при этом скорость деструкции 
пигментов будет определяться условиями их хранения. 
Обязательным условием сохранения наиболее исполь-
зуемых пигментов С-ФЦ и В-ФЭ в водно-спиртовых рас-
творах является отсутствие света, а в случае С-ФЦ и 
пониженная температура, что согласуется с данными, 
представленными в литературе [2, 10, 13]. Допустимым 
также является хранение В-ФЭ в темноте при комнатной 
температуре. Такой режим может обеспечить сохран-
ность до 86% пигментов в водно-спиртовом растворе: 
С-ФЦ на срок до 30 суток, а В-ФЭ – до 90 суток. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, в ходе осуществленной работы опре-

делен характер изменения концентрации С-ФЦ, B-ФЭ, R-ФЦ и 
АФЦ в водно-спиртовом растворе в зависимости от световых 
и температурных условий. Концентрации всех пигментов, 
за исключением АФЦ, снижались при хранении на свету 
при комнатной температуре. В проведенном исследовании 
световой фактор оказывал более негативное влияние на 
стабильность пигментов по сравнению с температурным, 
именно он определял скорость деструкции пигментов и 
сроки хранения ФБП в водно-спиртовых растворах. В 
целом наибольшую стабильность при хранении проде-
монстрировал АФЦ, а пигмент С-ФЦ в водно-спиртовом 
растворе оказался наименее стойким по сравнению с 
другими исследованными ФБП. 

Хранение водно-спиртовых экстрактов пигментов в 
темноте на холоде является предпочтительным; допустимо 
хранение В-ФЭ в темноте при комнатной температуре. 
Такие условия хранения обеспечивают сохранность не 
менее 85% пигментов С-ФЦ и В-ФЭ в водно-спиртовых 
растворах на протяжении 25–30 суток. Полученные 
результаты демонстрируют относительную стабильность 
ФБП, что позволяет вводить их в рецептуру космети-
ческих препаратов, продуктов питания и напитков в 
качестве альтернативы химическим пигментам. Кроме 
того, существует еще ряд консервантов, признанных 
безопасными для человека, что является базой для 
продолжения исследований в этом направлении ввиду 
широких перспектив применения этой группы пигментов.
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Аннотация. Бетулинсодержащие микронутриенты улучшают качество, увеличивают физиологическую активность 
и срок хранения пищевых систем, что позволяет разрабатывать физиологически функциональные продукты 
питания для населения, проживающего в регионах Арктики и Крайнего Севера. Целью данного исследования 
являлась оптимизация процесса извлечения бетулина из Betula pendula Roth. для использования в пищевых 
системах нутрициологической поддержки населения, проживающего в регионах с экстремальными климатиче-
скими условиями, методом математического моделирования. Береста заготовлена в летние месяцы 2015–2021 гг. 
в предгорной зоне Алтайского края. Математическая оптимизация процесса экстракции бетулина из бересты 
белоствольных берез (Betula pendula Roth.), содержащей более 20% масс. основного вещества, в условиях 
автоклавирования осуществлена с использованием программного пакета Statistica 10. На основании анализа 
поверхностей отклика, построенных по уравнению регрессии, определены оптимальные параметры экстракции 
бетулина этиловым спиртом: размер частиц бересты 3×3 мм; гидромодуль 1:5; продолжительность процесса 
150 мин, при которых выход бетулина составил более 97%, его подлинность и безопасность подтверждены 
экспериментально. Физиологическая активность бетулина и примеры его использования в составе различных 
пищевых систем для пролонгирования срока хранения доказывают возможность его использования в качестве 
природного консерванта и функционального компонента – антиоксиданта для обогащения продуктов питания, 
в частности предназначенных для населения, проживающего в экстремальных климатических условиях Арктики 
и Крайнего Севера.

Ключевые слова: бетулин, экстракция, береста, оптимизация условий, пищевая добавка, климатические условия 
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Abstract. Betulin-containing micronutrients increase the quality, physiological activity, and shelf life of food systems. 
Such micronutrients are relevant for developing physiologically functional food products for the population residing 
in the regions of the Arctic and the Far North. In this research, we aim to optimize the process of extracting betulin 
from Betula pendula Roth. for use in food systems for nutritional support of the population residing in regions with 
extreme climatic conditions by the method of mathematical modeling. Birch bark was harvested in the summer 
months of 2015–2021 in the foothill zone of the Altai Krai. Mathematical optimization of the process of betulin 
extraction from birch bark of white-trunked birches (Betula pendula Roth.), containing more than 20 wt% of the main 
substance, under autoclaving conditions was carried out using the Statistica 10 software package. Based on an 
analysis of response surfaces constructed using a regression equation, optimal parameters for betulin extraction 
with ethyl alcohol were determined. Thus, the birch bark particle size equals 3×3 mm; hydromodulus is 1:5; process 
duration is 150 min. Under these parameters, the betulin yield achieved more than 97%, with its authenticity and 
safety being confirmed experimentally. The physiological activity of betulin, as well as its usage examples in various 
food systems to prolong shelf life, prove its feasibility as a natural preserving agent. In addition, betulin can be used 
as a functional component, i.e., as an antioxidant for enriching food products, in particular, those intended for the 
population residing in extreme climatic conditions of the Arctic and the Far North.

Keywords: betulin, extraction, birch bark, optimization of conditions, food additive, climatic conditions of the Arctic 
and the Far North
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ВВЕДЕНИЕ
Высокая биологическая активность бетулина (рис. 1), 

разнообразие производных, представляющих интерес 
для пищевой, фармацевтической, парфюмерной и хими-
ческой промышленности, доступная сырьевая база, 
высокие коэффициенты извлечения наряду с простотой 
технологических решений обуславливают интерес к 
этому тритерпеноиду лупанового ряда на протяжении 
последних трех десятилетий [1].

Исследованиями отечественных и зарубежных 
ученых установлено, что введение бетулина в свободном 
состоянии, в виде бетулинсодержащего экстракта или 
в составе комплексных пищевых добавок в продукты 
питания не только улучшает качество и увеличивает 
биологическую ценность, но и продлевает срок хра-
нения продуктов, а разнообразная физиологическая 
активность бетулина позволяет разрабатывать специа-
лизированные и профилактические продукты питания 
и напитки, способствующие поддержанию здоровья 

Рис. 1. Структурная формула бетулина
Fig. 1. Structural formula of betulin
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населения, проживающего в регионах с экстремальными 
климатическими условиями – Арктики и Крайнего 
Севера [2–6]. Так, в АО «Якутский хлебокомбинат» 
(г. Якутск) выпускается в промышленных масштабах 
хлеб с бетулином [7], Институтом биологических проблем 
криолитозоны СО РАН (г. Якутск) на основе бетулина 
и ягеля разработана и реализуется в аптеках Якутии 
биологически активная добавка к пище «Бетукладин» [8], 
что свидетельствует о востребованности бетулина на 
отечественном рынке микронутриентов. Тем не менее, 
несмотря на то, что около 80% насаждений березы 
расположено на территории России, показатели про-
изводства бетулина в нашей стране составляют менее 
5% от общемировых1 [9]. Производство продуктов пере-
работки бересты экстракционным способом налажено 
в ООО «Берёзовый мир» (г. Москва), ООО «БетулаФарм» 
(г. Пермь), ООО «Кортекс» (г. Тюмень), НПО «Экодика» 
(г. Киров), ООО «БЕТУВИТА» (г. Омск), АО «Аметис» (г. Бла-
говещенск) и др. При этом их стоимость в пересчете 
на бетулин составляет в среднем 4,5 тыс. руб. за 100 г 
(данные российских маркетплейсов, 2024 г.), с учетом 
рекомендуемой дозировки (0,01%) увеличение стоимости 
1 кг пищевого продукта в сравнении с традиционными 
консервантами – сорбиновой кислотой (Е200), низином 
(Е234), беносорбом – составит не более 4 руб.

Бетулин (С30Н50О2) представляет собой белый кри-
сталлический порошок без запаха с Тпл. = 261–262 °С, 
содержание которого в бересте может достигать 40% от 
массы экстрагируемых веществ [10]. Бетулин растворим 
в толуоле, этилацетате, низших спиртах, не растворим 
в воде, не гигроскопичен, способен возгоняться, окис-
ляется до бетулиновой и бетулоновой кислот [11, 12]. На 
этих свойствах основаны известные в настоящее время 
способы получения бетулина, ключевой стадией которых 
является экстракция из растительной биомассы [13]. 
Диффузионные процессы описываются законом Фика, 
согласно которому градиент концентрации растворенного 
вещества зависит от степени измельчения сырья, типа 
экстрагента, продолжительности, давления, температуры 
процесса и гидродинамических условий, создаваемых в 
экстракторе. Перечисленные факторы в полном объеме 
можно реализовать только при условии интенсификации 
процесса экстракции.

Для увеличения эффективности массообменных про-
цессов используют следующие способы интенсификации: 
микроволновая обработка в сверхвысокочастотном 
поле [14, 15], в условиях низкочастотного пневмопуль-
сационного режима [16] и ультразвукового воздействия 
[17], тонкопленочная парофазная экстракция [18], меха-
нохимическая твердофазная экстракция [19], исполь-
зование в качестве экстрагента (субкритической) воды 
и этанола [20], вакуумная сублимация и вакуумный 
пиролиз [21], суперкритическая флюидная экстракция 
диоксидом углерода [22, 23]. Немаловажную роль при 
этом играет и предварительная обработка растительного 
сырья, направленная на обеспечение последующего 
ускоренного доступа экстрагента к экстрагируемой 
клетке, которая осуществляется следующими способами: 
кратковременное воздействие перегретым паром [24], 

активация в условиях «взрывного» автогидролиза бересты 
в присутствии щелочи [25], в условиях ультразвукового 
воздействия [26], а также путем комбинации различных 
методов [19, 27].

Несмотря на многообразие перечисленных совре-
менных методов экстракции для реализации в про-
изводственных масштабах наиболее востребованы 
методы, отличающиеся простотой технологических 
решений и минимальными затратами на производство, 
например экстракция в условиях автоклавирования. 
Интенсификация процесса обусловлена воздействием 
избыточного давления при непрерывном переме-
шивании растительной биомассы, которое ускоряет 
диффузию экстрагента по порам и капиллярам частиц 
бересты, заполняя клетки и другие пустоты в сырье за 
счет сжатия находящегося в них газа в соответствии с 
законом Ле Шателье – Брауна. Как правило, при экс-
тракции в условиях избыточного давления необходимо 
учитывать продолжительность экспозиции, температуру, 
гидромодуль, природу и концентрацию растворителя, 
степень измельчения сырья, создаваемое давление и 
другие факторы [28]. В результате серии экспериментов 
показано, что увеличение выхода бетулина наблюдается 
при уменьшении размера частиц бересты, увеличении 
продолжительности и гидромодуля при постоянстве тем-
пературы экстракции и давления. Однако для уточнения 
условий автоклавирования необходимо провести опти-
мизацию процесса.

В связи с этим целью проведенного исследования 
являлась оптимизация процесса извлечения бетулина 
из Betula pendula Roth. для использования в пищевых 
системах нутрициологической поддержки населения, 
проживающего в регионах с экстремальными кли-
матическими условиями, методом математического 
моделирования.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В качестве исходного сырья использовали внешнюю 

часть коры (бересту) березы (Betula pendula Roth.), 
заготовленную в летние месяцы 2015–2021 гг. в 
предгорной зоне Алтайского края. Доброкачествен-
ность и усредненные данные по химическому составу 
бересты, % масс., были следующими: вода – 2,45, 
экстрактивные вещества – 33,22, бетулин – 21,92, 
дубильные вещества в пересчете на танин – 3,00, 
гидроксикоричные кислоты в пересчете на кофейную 
кислоту – 0,80, зола (общая) – 0,77 [29].

Для экстракции предварительно подготовленного 
растительного сырья методом периодической экстракции 
бетулина в динамических условиях бересту заливали экс-
трагентом (этиловый спирт), перемешивали и загружали 
в металлическую гильзу качающегося автоклава (не 
более 2/3 объема). На панели управления выставляли 
температуру экстракции 70 °С. Технические характе-
ристики автоклава качающегося представляли собой: 
рабочий объем – 3 л, рабочее давление – 60 ат, тем-
пературный диапазон – до 300 °С [30]. По окончании 
процесса массу сливали на фильтр и далее обрабатывали 
традиционным способом [11].

1 Производство бетулина и бетулиносодержащих биодобавок (БАД) для людей и животных // Бизнес платформа. Режим 
доступа: https://old.business-platform.ru/projects/p28760/ (дата обращения: 27.03.2024).
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Регистрацию ИК-спектра поглощения бетулина осу-
ществляли в таблетках КBr на Фурье-спектрометре ФТ-18 
(Bruker, Германия) в области длин волн 4000–400 см-1; 
Элементный анализ выполняли методом сжигания на 
элементном анализаторе Flash EA (Thermo Quest, Италия).

Для определения оптимальных условий выделения 
бетулина из бересты березы в условиях автоклавирования 
была проведена математическая оптимизация процесса 
экстракции с использованием программного пакета для 
статистического анализа Statistica 10 (StatSoft, США).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Для систематизации полученных экспериментальных 

данных, а также возможности прогнозирования техно-
логического процесса экстракции было осуществлено 
математическое моделирование выхода бетулина 
(основной контролируемый параметр – выход бетулина Y).

Изменение выхода бетулина Y, %, рассмотрено в 
зависимости от размера частиц бересты X1, мм, гидро-
модуля X2 и продолжительности экстракции X3, мин. 
Для этих факторов были выбраны основные уровни и 
интервалы варьирования (табл. 1).

Проверку однородности дисперсий осуществляли по 
рассчитанному G-критерию Кохрена согласно формуле (1):

 
 

 
(1)

где  – выборочная дисперсия i-го образца в каждой 
серии экспериментов; N – количество серий, N = 3.

Результаты эксперимента по проверке его воспро-
изводимости представлены в табл. 2.

Рассчитанное по формуле (1) значение G-критерия 
Кохрена составило 0,54, табличное значение Gтабл. = 0,975.  
Так как Gm < Gтабл., измерения в эксперименте следует 
считать воспроизводимыми.

Исходными данными для регрессионного анализа 
является выход бетулина, который меняется в зави-
симости от указанных ранее значимых параметров: 
размера частиц бересты (X1, мм), гидромодуля (X2) и 
продолжительности экстракции (X3, мин). Уравнение 

регрессии (2) имеет следующий вид:

.

   
(2)

После проверки статистической значимости коэф-
фициентов уравнение регрессии (3) имеет вид:

𝑌𝑌 = 19,35 − 0,8𝑋𝑋1 + 2,8𝑋𝑋2 + 3𝑋𝑋3 + 1,9𝑋𝑋2𝑋𝑋3 .       (3)
Проверка гипотезы об адекватности модели основана 

на расчетах дисперсии адекватности  (4) и критерия 
Фишера (6):
 

(  
 

(4)

где  – значение параметра оптимизации, рас-
считанное по модели для условий i-го опыта;  
φад – число степеней свободы, связанное с дис-
персией адекватности (5): 
 𝜑𝜑ад = 𝑁𝑁– (𝑘𝑘 + 1) = 8 – (4 + 1) = 3,  (5)

где k – число значимых коэффициентов.
Результаты расчета параметров оптимизации пред-

ставлены в табл. 3.
Определяем критерий Фишера:

 
𝐹𝐹𝑝𝑝 =

𝑆𝑆ад2

𝑆𝑆𝑦𝑦2
= 0,753

0,348 = 2,16. 
 

(6)

При уровне значимости α = 0,05 для трехфакторного 
эксперимента (φy = 3) табличное значение критерия 
Фишера составляет 6,59. Расчетное значение меньше 
табличного: 2,16 < 6,59, гипотеза об адекватности модели 
принимается, модель считается адекватной.

Таким образом, зависимость содержания бетулина 
(Y) от размера частиц (X1), гидромодуля (X2) и продол-
жительности автоклавирования (X3) описывается сле-
дующим уравнением регрессии:
 

𝑌𝑌 = 19,35 −  0,8𝑋𝑋1 + 2,8𝑋𝑋2 + 3𝑋𝑋3 + 1,9𝑋𝑋2𝑋𝑋3. 
  
(7)

Таблица 1. Значение уровней факторов и интервалов варьирования экстракции бетулина

Table 1. Significance of factor levels and variation intervals for betulin extraction

Показатель
Фактор X1 Фактор X2 Фактор X3

Натуральное 
значение

Кодированное 
значение

Натуральное 
значение

Кодированное 
значение

Натуральное 
значение

Кодированное 
значение

Основной уровень 16,5×16,5 0 1:13 0 90 0
Нижний уровень 3,0×3,0 -1 1:20 -1 30 -1
Верхний уровень 30,0×30,0 +1 1:5 +1 150 +1

Таблица 2. Результаты проверки воспроизводимости опытов

Table 2. Results of testing the repeatability of experiments

Серия Номер опыта Фактор Х1 Фактор Х2 Фактор Х3 Значение Уi , г

1
1 1 1 1 27,5

27,63 0,372 1 1 1 27,1
3 1 1 1 28,3

2
1 -1 -1 -1 16,8

16,63 0,322 -1 -1 -1 16,0
3 -1 -1 -1 17,1
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Максимальный выход бетулина наблюдается при 
следующих параметрах: размер частиц 3×3 мм; гидро-
модуль 1:5; продолжительность 150 мин.

Анализ полученного уравнения позволяет сделать 
вывод, что на выход бетулина оказывают влияние все 
изучаемые факторы. По данному уравнению были 
построены поверхности отклика, которые изображены 

на рис. 2–4. Линии уровня соответствуют определенным 
значениям результирующего критерия.

Таким образом, по результатам оптимизации 
процесса экстракции в условиях автоклавирования 
определены следующие параметры: гидромодуль 1:5; 
размер частиц 3×3 мм; продолжительность процесса 
150 мин. 

Таблица 3. Результаты расчета параметра оптимизации

Table 3. Optimization parameter calculation results

Номер опыта У2 эксп., г |у − �̂�𝑦| |у − �̂�𝑦| 2

1 25,5 26,25 0,75 0,5625
2 16,2 16,45 0,25 0,0625
3 17,4 16,85 0,55 0,3025
4 15,1 14,65 0,45 0,2025
5 28,6 27,85 0,75 0,5625
6 18,3 18,05 0,25 0,0625
7 17,9 18,45 0,55 0,3025
8 15,8 16,25 0,45 0,2025

0,753 

Рис. 2. Зависимость содержания бетулина (Y) от условий экстракции: a – от размера частиц (X1) и гидромодуля (X2);  
b – от размера частиц (X1) и гидромодуля (X2) при продолжительности экстракции 150 мин; c – от размера частиц (X1)  
и гидромодуля (X2) при продолжительности экстракции 90 мин; d – от размера частиц (X1) и гидромодуля (X2)  
при продолжительности экстракции 30 мин
Fig. 2. Dependence of betulin content (Y) on extraction conditions: a – on particle size (X1) and hydromodulus (X2);  
b – on particle size (X1) and hydromodulus (X2) with an extraction duration of 150 min; c – on particle size (X1) and hydromodulus 
(X2) with an extraction duration of 90 min; d – on particle size (X1) and hydromodulus (X2) with an extraction duration of 30 min
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Выход бетулина при реализации экстракции с 
оптимальными параметрами в качающемся авто-
клаве составил 97,5±0,5%; температура плавления 
259–260 °С (из этанола); данные ИК-спектроскопии, см-1:  
3374,42 (О-Н), 2939,92 (С-Н)s и 1029,57 (С-О), что соот-
ветствует литературным данным [3]. По результатам 
элементного анализа найдено, %: C – 81,2, H – 11,5, 
О – 7,2; вычислено для C30Н50О2, %: C – 81,4, H – 11,3, 
О – 7,2. Указанные результаты свидетельствуют о под-
линности полученного бетулина. 

Так как содержание бетулина в бересте берез бело-
ствольных пород, произрастающих на всей территории 
Российской Федерации от Архангельска до Дальнего 

Востока, отличается незначительно, то предложенный 
подход к его извлечению применим для бетулинсодер-
жащего сырья, заготовленного в любом регионе.

Бетулин относится к веществам с низкой токсич-
ностью [8], безопасность применения которого в 
качестве микронутриента подтверждена экспери-
ментально. Результаты исследования гигиенических 
требований безопасности бетулина представлены в 
табл. 4 и не превышают значений, регламентированных 
ТР ТС 021/2011 «О безопасности пищевой продукции» 
(приложение 3, п. 10)2.

В ряде исследований доказано антиоксидантное, 
адаптогенное и консервирующее действие бетулина в 

Рис. 3. Зависимость содержания бетулина (Y) от условий экстракции: a – от размера частиц (X1) и продолжительности 
экстракции (X3); b – от размера частиц (X1) и продолжительности экстракции (X3) при гидромодуле 1:20; c – от размера 
частиц (X1) и продолжительности экстракции (X3) при гидромодуле 1:13; d – от размера частиц (X1) и продолжительности 
экстракции (X3) при гидромодуле 1:5
Fig. 3. Dependence of betulin content (Y) on extraction conditions: a – on particle size (X1) and extraction duration (X3);  
b – on particle size (X1) and extraction duration (X3) at a hydromodulus of 1:20; c – on particle size (X1) and extraction duration 
(X3) at a hydromodulus of 1:13; d – on particle size (X1) and extraction duration (X3) at a hydromodulus of 1:5

 2 ТР ТС 021/2011 «О безопасности пищевой продукции». Режим доступа: https://docs.cntd.ru/document/902320560?ysclid
=m0ni44y3e4464350568 (дата обращения: 27.03.2024).
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Рис. 4. Зависимость содержания бетулина (Y) от условий экстракции: a – от гидромодуля (X2) и продолжительности 
экстракции (X3); b – от гидромодуля (X2) и продолжительности экстракции (X3) при размере частиц 3×3 мм;  
c – от гидромодуля (X2) и продолжительности экстракции (X3) при размере частиц 16,5×16,5 мм; d – от гидромодуля (X2)  
и продолжительности экстракции (X3) при размере частиц 30×30 мм
Fig. 4. Dependence of betulin content (Y) on extraction conditions: a – on hydromodulus (X2) and extraction duration (X3);  
b – on the hydromodule (X2) and the duration of extraction (X3) with a particle size of 3×3 mm; c – on the hydromodule (X2)  
and extraction duration (X3) with a particle size of 16.5×16.5 mm; d – on the hydraulic module (X2) and extraction duration (X3) 
with a particle size of 30×30 mm

составе пищевых продуктов: молока и молочных про-
дуктов [31], мясных изделий [32], жиросодержащих 
продуктов (растительного масла, майонеза, сливочного 
крема) [33], рыбных продуктов [34], хлебобулочных 
изделий [35] и т.п., что однозначно свидетельствует о 
значительном потенциале бетулина как компонента 
пищевых систем, в том числе для потребителей клима-
тических зон Арктики и Крайнего Севера, территория 
которых является неблагополучной по заболеваемости 
гемоконтактными гепатитами [8] и инфекционно-про-
студными заболеваниями в результате ослабления 
иммунной системы [2].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, в ходе проведенного исследования 

оптимизирован процесс экстракции бетулина из бересты 
березы этанолом в условиях автоклавирования. Методом 
математического моделирования процесса определены 
следующие параметры: гидромодуль 1:5; размер 

Таблица 4. Показатели безопасности бетулина

Table 4. Safety indicators of betulin

Показатель
Норма 

по ТР ТС 021/2011, 
мг/кг, не более

Фактические 
данные, мг/кг

Свинец 5,0 Менее 0,020
Мышьяк 3,0 Менее 0,001
Кадмий 1,0 Менее 0,001
Ртуть 1,0 Менее 0,001
Дихлордифенил- 
трихлорэтан  
и его метаболиты

0,1 Не обнаружено

Гексахлоран  
(α, β, γ-изомеры) 0,1 Не обнаружено

Гептахлор Не допускается Не обнаружено
Алдрин Не допускается Не обнаружено
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частиц бересты 3×3 мм; продолжительность процесса 
150 мин. Выход бетулина при реализации экстракции с 
оптимальными параметрами в качающемся автоклаве 
составил 97,5±0,5%, подлинность и безопасность образцов 
подтверждены экспериментально. Доказанная много-
численными исследованиями физиологическая актив-
ность бетулина и примеры его использования в составе 

различных пищевых систем для пролонгирования срока 
хранения свидетельствуют о возможности применения 
бетулина в качестве природного консерванта и функци-
онального компонента – антиоксиданта для обогащения 
продуктов питания, в частности предназначенных для 
населения Арктики и Крайнего Севера.
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Экстракт ламинарии слоевища сушеного (Laminaria thalli)  
как средство стимулирования прорастания  

и переваримости овса и гречихи

А.В. Снегирева* , Л.Е. Мелёшкина*, О.Н. Мусина*,**

*Алтайский государственный технический университет им И.И. Ползунова, 
Барнаул, Российская Федерация
**Федеральный Алтайский научный центр агробиотехнологий, Барнаул, Российская Федерация

Аннотация. Зерновые культуры, несмотря на свои полезные свойства, содержат ряд антипитательных 
веществ, одним из методов снижения содержания которых является проращивание. Научный и прикладной 
интерес представляет проверка гипотезы о возможности стимулирования прорастания зерновых культур (на 
примере овса и гречихи) и повышения их переваримости путем использования при проращивании сушеного 
слоевища ламинарии (Laminaria thalli) в форме экстракта. Объектами проведенного исследования являлись 
овес голозерный (Avena nudisativa) для проращивания и обрушенное зерно гречихи посевной (Fagopyrum 
esculentum), а также сушеные Laminaria thalli. Проращивание осуществляли при температуре (20±2) °С 
в течение 120 часов, используя воду питьевую (контроль) и воду питьевую с добавлением 1% от массы 
навески зерна сушеных слоевищ ламинарии. Стимулирование прорастания оценивали комплексно: по массе 
1000 зерен, длине ростка и количеству проросших зерен. Во всех образцах определяли массовую долю 
экстрактивных веществ и переваримость сухого вещества с модификациями. Установлено, что добавление 
к воде 1% от массы навески культуры сушеного слоевища ламинарии достоверно стимулирует прорастание 
овса и гречихи, а также их переваримость. Экспериментальные образцы демонстрируют лучшее водопо-
глощение, увеличение массы 1000 зерен, длину ростка и количество проросших зерен. Использование 
экстракта сушеных Laminaria thalli при проращивании в пищевых целях овса и гречихи позволяет сократить 
технологический процесс до двух суток с одновременным увеличением переваримости и минимизацией 
потерь экстрактивных веществ. 

Ключевые слова: зерновка овса, обрушенное зерно гречихи, ламинарии слоевище сушеное, Laminaria thalli, 
переваримость
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Dried Laminaria thalli extract for stimulating germination  
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Abstract. Despite their beneficial properties, cereal crops contain a number of antinutritive substances, the amount 
of which can be reduced by germination. In this work, we test the hypothesis about the possibility of stimulating the 
germination of cereal crops (on the example of oats and buckwheat) and increasing their digestibility using a dried 
Laminaria thalli extract. The research was conducted using hulless oats (Avena nudisativa) for germination and 
hulled buckwheat grain (Fagopyrum esculentum), as well as dried Laminaria thalli. Germination was carried out at 
a temperature of (20±2) °C for 120 h, using drinking water (control) and drinking water with addition of 1 wt% of 
dried kelp thalli. The germination intensity was assessed based on the mass of 1000 grains, sprout length, and the 
number of germinated grains. In all samples, the mass fraction of extractive substances and dry matter digestibility 
with modifications were determined. It was found that the addition of dried Laminaria thalli to water in the amount of 
1 wt% stimulates the germination of oats and buckwheat, as well as their digestibility, significantly. The experimental 
samples demonstrated an improved water absorption and an increase in the weight of 1000 grains, sprout length, 
and the number of germinated grains. The use of dried Laminaria thalli extract in germination of oats and buckwheat 
for food purposes reduces the technological process up to two days with a simultaneous increase in digestibility and 
minimization of losses of extractive substances.
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ВВЕДЕНИЕ
Зерновые культуры в питании человека являются 

ценным источником углеводов, белков, витаминов группы 
В, а также минеральных веществ и клетчатки, которые 
содержатся в первую очередь в алейроновом слое. 
В течение многих лет специалисты в области нутрицио-
логии и медицины подчеркивают важность цельнозер-
новых продуктов для здоровья человека [1]. В крупах 
грубого помола присутствуют компоненты, которые 
обладают большим потенциалом в снижении факторов 
риска, связанных с различными типами онкологических 
заболеваний, такими как рак молочной железы, толстой 
кишки, предстательной железы и другими; антиканце-
рогенный эффект связан главным образом с действием 
фенольных соединений [2]. 

Вместе с тем зерновые культуры содержат ряд анти-
питательных факторов, которые препятствуют усвоению 
незаменимых нутриентов. Наиболее распространенные 
антипитательные вещества, присутствующие в расти-
тельном материале, включают сапонины, дубильные 
вещества, фитаты, полифенольные соединения и инги-
биторы протеаз. Эти компоненты влияют на питательную 
ценность крупяных продуктов, препятствуя перева-
риванию белков, усвоению железа и ряда макро- и 
микронутриентов, вплоть до появления интоксикации 

при попадании в организм человека в высоких концен-
трациях. В настоящее время в пищевой отрасли для 
инактивации таких пищевых антинутриентов исполь-
зуется несколько стратегий, которые включают в себя 
обработку зерновых культур, такую как измельчение, 
замачивание, прорастание, автоклавная и микровол-
новая обработка и ферментация [3]. Также известно 
применение гидростатического давления, импульсных 
электрических полей, ультразвука и холодной плазмы [4]. 
В исследованиях установлено, что холодная плазма 
оказывает значительное влияние на антипитательные 
факторы, например на ингибиторы трипсина и содер-
жание фитиновой кислоты в бобах мунг [5]. Ко всему 
прочему, изучено комплексное воздействие микровол-
нового облучения и проращивания на зерно татарской 
гречихи [6, 7], проращивания и экструзии на зерно 
пшеницы [8].

Во время проращивания синтезируются эндогенные 
ферменты, что оказывает существенное влияние на 
химический состав и технологические характеристики 
растительного сырья. Повышается пищевая ценность 
и усвояемость, в процессе ферментации значительно 
снижается количество антинутриентов, содержащихся 
в злаках, таких как фитаты, полифенолы, дубильные 
вещества и ингибиторы трипсина [9, 10], увеличивается 
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количество свободных жирных кислот [11] и содержание 
флавоноидов. Среди различных методов обработки 
зерновых и крупяных культур проращивание может 
быть использовано для повышения антиоксидантного 
потенциала функциональных продуктов питания, 
что актуально для терапии различных хронических 
заболеваний, вызванных свободными радикалами 
(метаболический синдром, ожирение, сахарный 
диабет, сердечно-сосудистые заболевания и др.) 
[12]. Доказано, что проращивание гречихи приводит 
к увеличению ее антиоксидантной активности [13]. 
Также сообщается об увеличении после проращи-
вания в течение 72 ч антиоксидантной активности 
муки из татарской гречихи в результате большего 
накопления свободных флавоноидов и фенольных 
кислот: наибольший прирост наблюдался в катехинах, 
кемпфероле, витексине, п-кумаровой кислоте; также 
отмечено увеличение содержания незаменимых амино-
кислот: лизина, лейцина и фенилаланина [14]. Доказано, 
что мука из пророщенного овса является отличным 
источником белка (10,7%), β-глюкана (2,1%), тиамина 
(687,1 мкг/100 г), рибофлавина (218,4 мкг/100 г)  
и минералов (фосфора, калия, магния и кальция), имеет 
лучший аминокислотный и жирнокислотный составы 
и уровни γ-аминомасляной кислоты (54,9 мг/100 г),  
свободных фенольных соединений (507,4 мг GA/100 г) 
и антиоксидантной способности (1744,3 мг TE/100 г) 
в сравнении с непророщенным овсом [15]. Установлено, 
что при проращивании гречихи в течение 48 ч общее 
содержание незаменимых аминокислот и полинена-
сыщенных жирных кислот увеличивается на 5,22 и 
3,66% соответственно по сравнению с аналогичными 
показателями у непророщенной гречихи [16]. При про-
ращивании гречихи антипитательные компоненты, 
такие как танин и фитиновая кислота, снижаются на 
59,91 и 17,42% соответственно [17].

Зарубежные исследователи приходят к выводу, что 
проращивание может быть использовано в качестве 
эффективного метода биотрансформации злаков для 
получения модифицированной муки пищевого назна-
чения с улучшенными нутритивными характеристиками 
и способствовать повышению скорости переваривания 
углеводов и белков [18]. Кроме того, проращивание 
облегчает ферментацию злаков с использованием 
пробиотических микроорганизмов [19]. При иссле-
довании муки из различных пророщенных зерновых 
культур отмечено снижение коэффициента набухания, 
что связано с гидролизом крахмала и белков [20]. 
В результате изучения процесса прорастания ржи 
установлено, что в течение первых трех дней общая 
протеолитическая активность увеличивается и в целом 
картина гидролиза схожа с той, которая наблюдается 
при прорастании пшеницы и ячменя [21]. Небольшое 
снижение массовой доли белка в зерне в процессе 
прорастания также может свидетельствовать о повы-
шении протеолитической активности ферментов [22]. 
Доказано, что проращивание зерновых культур при-
водит к увеличению содержания витаминов и повы-
шению биодоступности железа и цинка [23]. Объемная 
и истинная плотность имеют тенденцию к снижению во 
время гидратации, а удельная площадь поверхности 
зерен уменьшается из-за трехмерного расширения 
зерна [24]. Установлено влияние температуры на 

процесс прорастания и антиоксидантный потенциал 
зерна [25, 26].

Известно, что использование при проращивании 
йода (в виде калия йодида) приводит к увеличению 
энергии и способности прорастания семян [27]. 

Перспективным природным источником йода при 
проращивании может являться ламинария (Laminaria 
thalli), содержащая помимо йода еще комплекс других 
микро- и макронутриентов. В состав ламинарии входят 
йод, калий, магний, кальций и железо, соединения йода, 
в частности TEA-гидройодид, являются отличными липо-
литическими агентами, поскольку они стимулируют актив-
ность липазы [28]. В 100 г сухой ламинарии содержится 
17,1–32,0 г альгиновой кислоты, 8,46–28,48 г маннита, 
5,97–18,99 г сырого протеина и 19,35–45,29 г общей 
золы, в том числе 0,13–0,69 г йода и 4,35–12,65 г 
калия, энергетическая ценность составляет 262 ккал 
[29]. Экстракты ламинарии обладают антиоксидантной 
активностью [30], оказывают положительное влияние 
на микробиоту кишечника и стимулируют потерю веса, 
регулируют метаболизм аминокислот в кишечнике и 
гликометаболизм, защищая кишечный барьер [31]. 
Добавление ламинарии в пищевые продукты приводит 
к увеличению содержания фенольных соединений и 
хлорофиллов [32].

Установлено положительное влияние ламинарии на 
процесс прорастания нута: происходит лучшее водопо-
глощение, увеличивается количество проросших зерен, 
массовая доля экстрактивных веществ, повышается 
пищевая ценность, усвояемость и переваримость нута 
как в желудке, так и в кишечнике [33]. 

Таким образом, благодаря своему богатому хими-
ческому составу ламинария может не только служить 
потенциальным стимулятором проращивания, но и 
обогатить готовый продукт незаменимыми нутриентами.

Научный и прикладной интерес представляет про-
верка гипотезы о возможности стимулирования про-
растания зерновых культур на примере овса (Avena 
nudisativa) и гречихи (Fagopyrum esculentum), а также 
повышения их переваримости путем использования при 
проращивании ламинарии в форме экстракта сушеного 
слоевища (Laminaria thalli).

В связи с вышесказанным целью проведенного 
исследования явилась разработка метода для уско-
рения проращивания зерновых культур (на примере 
овса и гречихи) и улучшения их переваримости.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Проведение исследований осуществлялось на лабо-

раторной базе Центра комплексных исследований и 
экспертной оценки пищевой продукции «АлтайБиоЛакт» 
Алтайского государственного технического университета 
им. И.И. Ползунова (г. Барнаул, Россия).

В качестве объектов исследования использовали 
следующие образцы сырья и пищевой продукции, 
которые соответствовали требованиям действующей 
нормативной документации:

– овес голозерный (Avena nudisativa) под торговым 
наименованием «Овес голозерный для проращивания» 
по ТУ 9719-011-89751414-10 (далее по тексту – овес);

– гречиха посевная (Fagopyrum esculentum) под 
торговым наименованием «Гречка зеленая для про-
ращивания» по СТО 64350476-0019-2016 (далее по 
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тексту – гречиха); согласно ГОСТ 19092-20211 данный 
вид сырья относится к обрушенному зерну гречихи;

– сушеные слоевища ламинарии (Laminaria thalli) 
по ТУ 15-01 206-79 (далее по тексту – ламинария).

Следует отдельно остановиться на дефинициях. Как 
известно, к зерновым культурам относят однодольные 
растения семейства мятликовых (злаков), в том числе 
овес, а также гречиху из семейства гречишных. В 
биологии плод овса называется голая или пленчатая 
зерновка, а гречихи – трехгранный орешек. В нор-
мативной документации аграрной отрасли, пищевой 
и перерабатывающей промышленности принят 
обобщенный стандартизированный термин «зерно» 
(ГОСТ 28673-20192, ГОСТ Р 56105-20143). Поскольку в 
настоящей работе изучаются возможности оптимизации 
процесса проращивания овса и гречихи для пищевых 
нужд, представляется целесообразным использовать 
терминологию государственных стандартов пищевой 
отрасли – «зерно».

В качестве субстратов для проращивания исполь-
зовали воду питьевую (контроль) и воду питьевую с 
добавлением сушеных слоевищ ламинарии в количестве 
1% от массы навески зерна. Проращивание проводилось 
при температуре (20±2) °С в течении 120 ч согласно 
ГОСТ 10968-884. 

Стимулирование прорастания оценивали комплексно: 
по массе 1000 зерен, количеству проросших зерен и 
длине ростка. 

В процессе проращивания определение массы 1000 
зерен при фактической влажности производилось по 
ГОСТ ISO 520-20145.

Пробоподготовка для определения количества 
проросших зерен проводилась согласно методике, 
изложенной в ГОСТ 10968-884. Подсчеты при этом 
проводились ежедневно в одно и то же время в двух 
повторностях по 500 зерен.

Далее определяли влияние продолжительности 
проращивания и вида субстрата на длину ростка. В 
течение всего времени проращивания каждые 24 часа 
отбирали 100 рандомных зерен, измеряли длину ростка 
поверенной измерительной линейкой и рассчитывали 
среднее арифметическое М с указанием среднеква-
дратического отклонения ±SD.

Определение влажности пророщенного зерна про-
изводилось по ГОСТ 13586.5-20156.

Переваримость сухого вещества определяли по 
ГОСТ 24230-807 со следующими модификациями: для 
имитации процесса переваривания пищи в кишечнике 
использовали щелочной раствор пепсина (в 1 дм3 дис-
тиллированной воды растворяли 2 г пепсина и добавляли 
гидрокарбонат натрия до достижения pH 7,2–7,5) и не 
использовали целлюлазу.

Массовую долю экстрактивных веществ в пересчете 

на сухое вещество оценивали по методике, изложенной 
в ГОСТ 12136-778.

Для статистической обработки экспериментальных 
данных использовали Microsoft Excel (Microsoft 
Corporation, США). 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Для активного протекания биохимических процессов 

в живом организме, как известно, необходима влага. 
Водопоглотительная способность зерна зависит от 
его строения и химического состава. Вместе с тем 
химический состав субстрата, на котором происходит 
проращивание, возможно, тоже влияет на изменение 
массовой доли влаги в зерне и нарастание массы. Для 
оценки корректности этого предположения изучено 
нарастание массы 1000 зерен при фактической влаж-
ности. При этом с появлением в процессе проращивания 
ростков и корней зерно взвешивали вместе с ними. 
Результаты исследования представлены на рис. 1. Из 
графика видно, что наибольшую массу имеет 1000 зерен 
после 48 ч проращивания, что связано с интенсивным 
накоплением влаги в растительной биомассе. После 
окончания фазы водопоглощения и набухания в зерне 
стартуют процессы прорастания, усиливается дыхание, 
увеличивается активность ферментов и начинается 
активный гидролиз запасных веществ, что сопрово-
ждается делением и ростом клеток зародыша, появ-
лением ростков. Небольшое снижение массы 1000 
зерен отмечено на третьи сутки. Гидролиз биополимеров 
сопровождается их перемещением из запасающей ткани 
в проросток, что является процессом, требующим затрат 
энергии и усиления дыхания зерна. Далее длина ростков 
заметно увеличивается, начинают преобладать процессы 
синтеза и органогенеза, что приводит к увеличению 
массы 1000 зерен. Установлено, что в зерне, проро-
щенном с использованием ламинарии, водопоглощение 
происходит в целом активнее. Вероятно, это связано 
с наличием в субстрате йода. При набухании зерна 
повышается проницаемость мембран, что приводит к 
активной диффузии ионов водорастворимого йода из 
внешней водной среды во внутреннее пространство 
семян. Под воздействием йода также увеличивается 
масса 1000 зерен.

Известно, что ламинария содержит целый комплекс 
полисахаридов, которые являются гелеобразующими и 
применяются в качестве загустителей и эмульгаторов. 
Растения накапливают альгиновую кислоту в виде солей 
кальция, магния и железа. Альгинат натрия обладает 
высокой студнеобразующей способностью, а также 
эффективно уменьшает поверхностное натяжение. 
Альгинат натрия имеет способность набухать в воде 
до полного растворения, альгинат кальция в воде не 
растворяется, но имеет способность к набуханию, при 

1 ГОСТ 19092-2021. Гречиха. Технические условия. М.: Российский институт стандартизации, 2021. 16 с.
2 ГОСТ 28673-2019. Овес. Технические условия. М.: Стандартинформ, 2019. 11 с.
3 ГОСТ Р 56105-2014. Гречиха. Технические условия. М.: Стандартинформ, 2019. 6 с.
4 ГОСТ 10968-88. Зерно. Методы определения энергии прорастания и способности прорастания. М.: Стандартинформ, 
2009. 4 с.
5 ГОСТ ISO 520-2014. Зерновые и бобовые. Определение массы 1000 зерен. М.: Стандартинформ, 2015. 12 с.
6 ГОСТ 13586.5-2015. Зерно. Метод определения влажности. М.: Стандартинформ, 2019. 16 с.
7 ГОСТ 24230-80. Корма растительные. Метод определения переваримости in vitro. М.: Издательство стандартов, 2003. 4 с.
8 ГОСТ 12136-77. Зерно. Метод определения экстрактивности ячменя. М.: Стандартинформ, 2009. 5 с.
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этом связывая воду 200-кратно собственной массе. Такие 
свойства альгинатов широко используются в пищевых 
добавках, повышающих водоудерживающую способность. 
Исходя из этого можно предположить, что альгинаты, 
растворимые в воде, способны образовывать пленки на 
поверхности зерен, тем самым препятствовать испарению 
влаги, что также сказывается на увеличении массы 
1000 зерен, пророщенных в воде с использованием 
ламинарии. Поступающая влага приводит к увеличению 
содержания воды внутри клеток. Это запускает цепь 
сложных преобразований в прорастающем зерне, про-
исходит мобилизация запасных веществ, приводящая к 
изменению свойств биополимеров (белков, крахмала, 
целлюлозы), которые преобразуются в осмотически 
активные соединения, осмотический потенциал клеток 
повышается, что приводит к большему сохранению 
накопленной влаги в прорастающем зерне. Кроме 
того, как известно, вода поступает в растительную 
клетку через липидный бислой мембран и по водным 
каналам, которые формируют трансмембранные белки 
аквапорины, способные удерживать воду [34]. Возможно, 
компоненты ламинарии способны воздействовать на 
проницаемость клеточных мембран и усиливать гидра-
тацию. При этом ускоряется поступление воды по водным 
каналам, которые формируют трансмембранные белки 
аквапорины, что является триггером прорастания. При 
достижении 18–20% влажности происходит первичная 
активация дыхания за счет гликолиза и цикла Кребса, 
а также начинается аминокислотный метаболизм, что 
достигается приобретением активной конформации 
соответствующими ферментами при наличии субстратов 
и их успешной доставке. Также происходит интенсивное 
растяжение клеток в осевых органах, которое начинается 
в верхних клетках гипокотиля и распространяется вниз 
на корни [35].

В результате набухания зерно интенсивно дышит, 
активируется процесс прорастания, на который зна-
чительное влияние оказывает среда проращивания. 
В связи с этим было проведено исследование влияния 
продолжительности проращивания и вида среды на 
количество проросших зерен.

На рис. 2 представлено процентное соотношение 
проросших зерен в зависимости от продолжительности 
проращивания и субстрата. Диаграмма показывает, что 
в первые сутки гречиха прорастает активнее овса и 

добавление ламинарии интенсифицирует этот процесс. 
На вторые сутки с ламинарией прорастают практически 
все зерна гречихи. В последующем показатели равно-
значны, а на пятые сутки массовая доля проросших зерен 
гречихи независимо от вида субстрата составила 99%. 
На зерно овса наличие ламинарии оказывает анало-
гичное влияние: на вторые сутки процент проросших 
зерен овса с ламинарией имеет такое же значение, как 
овса, пророщенного традиционным способом в течении 
четырех суток. Таким образом, добавление ламинарии в 
субстрат дает дополнительное питание зерну, что позволяет 
увеличить количество проросших зерен.

Помимо количества проросших зерен, которое 
также зависит от качества самого зерна, показателем 
эффективности проращивания является длина ростков. 
В свою очередь, на длину ростка помимо продолжи-
тельности проращивания оказывает влияние и вид 
субстрата (рис. 3). В результате исследований было 
установлено положительное влияние добавления лами-
нарии на длину ростка исследованных культур. Наиболее 
активный рост происходит у гречихи, и уже на вторые 
сутки росток увеличивается практически в шесть раз. 
Для достижения таких показателей при традиционном 
способе проращивания необходимо не менее трех суток. 
Похожая закономерность наблюдается и у овса, только 

Рис. 1. Влияние продолжительности проращивания  
и вида субстрата на массу 1000 зерен при фактической 
влажности
Fig. 1. Effect of germination duration and type of substrate 
on the weight of 1000 grains at actual humidity

Рис. 2. Влияние продолжительности проращивания и вида 
субстрата на количество проросших зерен
Fig. 2. Effect of germination duration and type of substrate 
on the mass fraction of germinated grains
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Рис. 3. Влияние продолжительности проращивания и вида 
субстрата на длину ростка
Fig. 3. Effect of germination duration and type of substrate 
on sprout length
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длина его ростков увеличивается примерно в два раза. 
На пятые сутки наблюдается небольшое снижение на 
графике, что обусловлено началом процесса подсыхания 
ростков. Одновременно с этим наблюдается позеленение 
ростков, что говорит о потере питательной ценности 
самой зерновки. Кроме того, после трех суток прора-
щивания начинают появляться корни.

Вместе с процессами проращивания происходит 
активизация ферментативного комплекса зерна, который 
способствует диссимиляции сложных веществ до более 
простых, легко усвояемых желудочно-кишечным трактом 
человека и одновременной инактивации антипитательных 
веществ. Все это может положительно сказаться на 
переваримости пророщенного зерна.

Для сравнительного анализа пророщенного и 
непророщенного зерна по показателю переваримости 
необходимо провести пробоподготовку. В связи с этим 
подбирали режимы высушивания пророщенного зерна 
до влажности не более 14%, обеспечивающей возмож-
ность размола. При этом начальная температура сушки 
составляла 90 °С, однако обработка образцов в течение 
40 мин привела к снижению влажности лишь до 23%, 
в связи с чем было принято решение увеличить темпе-
ратуру до 100 °С. Отбор проб для определения влажности 
проводили каждые 10 мин, и лишь по истечении 50 мин 
сушки при 100 °С влажность образцов, пророщенных 
на разных субстратах в течение различного времени, 
составила от 7,0 до 10,6%. 

Далее непророщенное и пророщенное в различных 
субстратах зерно подвергали измельчению до крупности 
частиц не более 1 мм и исследовали на показатель пере-
варимости сухого вещества. Полученные данные графи-
чески представлены на рис. 4. Из графика видно, что с 
увеличением длительности проращивания в стандартных 
условиях до трех суток у гречихи происходит увеличение 
переваримости, тогда как использование ламинарии при-
водит к интенсификации всех биохимических процессов 
в зерне, в том числе гидролизу белка под действием 
протеолитических ферментов с образованием свободных 
аминокислот, инактивации ингибиторов протеаз, в связи 
с чем показатель переваримости достигает максимума 
на вторые сутки проращивания. 

Дальнейшее проращивание приводит к снижению 
показателя переваримости, что может быть связано с 

образованием большого количества водорастворимых 
веществ, которые теряются в результате ежедневного 
промывания. 

Положительное влияние ламинарии отражается и на 
переваримости овса. Здесь резкий рост наблюдается 
уже после суток проращивания, тогда как без лами-
нарии такие же значения по показателю перевари-
мости формируются лишь после трех суток. В отличие 
от гречихи, после первых суток на графике заметна 
некоторая стабилизация показателя переваримости 
и небольшое увеличение его на четвертые и пятые 
сутки, что можно объяснить и предыдущими данными 
о менее активном прорастании овса. 

В процессе проращивания помимо гидролиза белка 
происходит также гидролиз крахмала до сахаров, нако-
пление водорастворимых витаминов, минеральных 
веществ, образование растворимых пищевых волокон, 
что увеличивает содержание экстрактивных веществ. 
В связи с этим на следующем этапе было исследовано 
влияние продолжительности проращивания и вида суб-
страта на показатель экстрактивности в пересчете на 
сухое вещество в пророщенном зерне (рис. 5). На про-
тяжении всех пяти суток массовая доля экстрактивных 
веществ увеличивается, что вполне коррелирует с дис-
симиляцией запасных веществ зерна. В то же время 
в гречихе, пророщенной с добавлением ламинарии, 
после трех суток наблюдается снижение экстрактив-
ности, что, скорее всего, обусловлено ассимиляцией 
образовавшихся при прорастании веществ проростком 
и отчасти потерей водорастворимых веществ в процессе 
ежедневного промывания. Использование ламинарии 
при проращивании овса, в свою очередь, тоже приводит 
к более интенсивному гидролизу сложных веществ до 
более простых, используемых на органогенез проростка и 
корней, а также отчасти теряющихся с промывной водой. 

На основании данных о массе 1000 зерен, количестве 
проросших зерен, длине ростка и переваримости про-
росших зерен можно сделать вывод, что рациональным 
методом ускорения проращивания зерновых культур и 
улучшения их переваримости является использование в 
комбинации следующих режимов: проращивание овса 
или гречихи в течение двух суток с использованием 
в качестве субстрата воды питьевой с добавлением 

Рис. 4. Влияние продолжительности проращивания и вида 
субстрата на переваримость сухого вещества зерна
Fig. 4. Effect of germination duration and type of substrate 
on the digestibility of dry matter

Рис. 5. Влияние продолжительности проращивания и вида 
субстрата на экстрактивность пророщенного зерна
Fig. 5. Effect of germination duration and type of substrate 
on the extractivity of sprouted grain
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сушеных слоевищ ламинарии в количестве 1% от массы 
навески зерна. При этом переваримость зерна макси-
мальна, потери экстрактивных веществ минимальны, 
корни не появились и росток не позеленел, что говорит 
о возможности использования пророщенного зерна в 
пищевых целях, в том числе для получения обогащенных 
и функциональных продуктов питания. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Установлено, что добавление к воде сушеного сло-

евища ламинарии стимулирует прорастание овса и 
гречихи, а также их переваримость. Экспериментальные 
образцы демонстрируют лучшее водопоглощение, уве-
личение массы 1000 зерен, длины ростка и количества 
проросших зерен. Массовая доля экстрактивных веществ 
и переваримость сухого вещества также возрастают.

Рациональным является следующий метод: про-
ращивание овса голозерного (Avena nudisativa) или 
обрушенного зерна гречихи посевной (Fagopyrum 
esculentum) в течение двух суток при температуре 
(20±2) °С с использованием в качестве субстрата воды 

питьевой с добавлением Laminaria thalli в количестве 
1% от массы навески зерна. При этом масса 1000 зерен 
на 6,5% (гречиха) и на 12,5% (овес) больше, чем при 
традиционном методе проращивания с водой питьевой; 
количество проросших зерен составляет 99% (гречиха) 
и 86% (овес), что эквивалентно четырем суткам прора-
щивания традиционным методом; формируется более 
длинный росток; переваримость сухого вещества гречихи 
достигает максимума, а овса соответствует значениям, 
полученным при проращивании в течение не менее трех 
суток традиционным методом; потери экстрактивных 
веществ минимальны.

Использование экстракта Laminaria thalli при про-
ращивании в пищевых целях овса и гречихи позволяет 
сократить технологический процесс до двух суток с одно-
временным увеличением переваримости и минимизацией 
потерь экстрактивных веществ. Полученные данные могут 
использоваться в пищевой отрасли в качестве научного 
базиса при поиске методов ускорения проращивания 
других зерновых культур и улучшения их переваримости.
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Ферментативный гидролиз высококонцентрированных 
субстратов, полученных из мискантуса гигантского
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Аннотация. В работе впервые исследуется ферментативный гидролиз четырех видов субстратов, полученных из 
мискантуса гигантского сорта КАМИС российской селекции, с помощью авторских методов химической предва-
рительной обработки, проводимой при атмосферном давлении с использованием разбавленных растворов 
HNO3 и NaОН. Одностадийная предварительная обработка мискантуса гигантского позволяет повысить содер-
жание полисахаридов до 90,4–90,8%, а двустадийная обработка – до 98,3–99,4%. Результаты опытных данных 
ферментативного гидролиза четырех полученных субстратов в диапазоне начальных концентраций от 30 до 
120 г/л аппроксимированы с использованием подходов фрактальной кинетики. Повышение начальных концен-
траций субстрата в указанном диапазоне приводит к повышению начальной скорости гидролиза в 2,8–3,3 раза 
и снижению выхода редуцирующих сахаров на 12,4–13,1%. Все четыре вида предобработки оказались чрезвы-
чайно эффективны для мискантуса гигантского, так как обеспечили повышение реакционной способности к 
ферментативному гидролизу в 34–36 раз по сравнению с исходным сырьем. Сниженные выходы редуцирующих 
сахаров наблюдаются при ферментативном гидролизе продукта щелочной делигнификации мискантуса гигант-
ского, что связано с устойчивостью мискантуса гигантского к обработке гидроксидом натрия. Повышение 
начальной концентрации субстратов от 60 до 90 г/л не приводит к существенному снижению выхода редуци-
рующих сахаров, поэтому ферментативный гидролиз высококонцентрированных субстратов может успешно 
использоваться для получения биотоплив и биохимикатов.
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Enzymatic hydrolysis of highly concentrated  
substrates obtained from Miscanthus giganteus
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Abstract. This work is the first to study the enzymatic hydrolysis of four types of substrates obtained from Miscanthus 
giganteus of the KAMIS variety of Russian breeding. The study was conducting using the authors’ methodology 
based on a chemical pretreatment of substrates at atmospheric pressure with HNO3 and NaOH dilute solutions. A 
one-stage pretreatment of Miscanthus giganteus allows the polysaccharide content to be increased up to 90.4–90.8%, 
compared to 98.3–99.4% following a two-stage treatment. The experimental results of enzymatic hydrolysis of the 
four obtained substrates in the range of initial concentrations from 30 to 120 g/l are approximated using fractal 
kinetics approaches. An increase in the initial substrate concentrations in the specified range leads to an increase 
in the initial hydrolysis rate by 2.8–3.3 times and a decrease in the yield of reducing sugars by 12.4–13.1%. All 
four pretreatment types turned out to be extremely effective for Miscanthus giganteus, ensuring an increase in the 
reactivity to enzymatic hydrolysis by 34–36 times compared to the starting raw material. Lowered yields of reducing 
sugars are observed during enzymatic hydrolysis of the alkaline delignification product of Miscanthus giganteus, 
which is associated with the resistance of Miscanthus giganteus to treatment with sodium hydroxide. An increase 
in the initial concentration of substrates from 60 to 90 g/l does not lead to a significant decrease in the yield of 
reducing sugars. Therefore, enzymatic hydrolysis of highly concentrated substrates can be successfully used to 
produce biofuels and biochemicals.

Keywords: miscanthus, pretreatment, enzymatic hydrolysis, high concentration, fractal kinetics
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ВВЕДЕНИЕ
В связи с исчерпанием невозобновляемых углево-

дородов перед мировым сообществом встала задача 
поиска возобновляемого сырья для его трансформации 
в широкий спектр продуктов химического и микро-
биологического синтеза. В настоящее время обще-
признано, что именно целлюлозосодержащее сырье 
является базовым для развития экономики замкнутого 
цикла – это дает основания назвать ее биоэкономикой 
замкнутого цикла (экономикой, построенной на био-
логических ресурсах) [1, 2]. 

В настоящее время целлюлозосодержащее сырье 
рассматривается намного шире, чем древесина и 
отходы ее переработки: это и пожнивные остатки, и 
биомасса энергетических растений, и целлюлозная 
фракция бытовых отходов [3–5]. Наиболее эффективным 
источником биомассы являются энергетические рас-
тения, а одним из самых значимых энергетических 
растений во всем мире признан мискантус [6–9]. Как 
показали обзоры [8, 9], основными отраслями использо-
вания мискантуса являются энергетика, строительство, 
целлюлозно-бумажная промышленность, химическая 
промышленность и биотехнологическое производство. 
Биотехнологическое производство неслучайно стоит в 

этом списке на последнем месте – его эффективность 
является дискуссионным вопросом: в литературе есть 
иллюстрации как успешного применения мискантуса 
(например, для синтеза биоэтанола [6, 7]), так и не 
очень успешного его использования (например, для 
синтеза фумаровой кислоты [10]). 

Известно, что в трансформации любого целлюлозо-
содержащего сырья в продукты биотехнологического 
синтеза ключевой стадией, определяющей эффектив-
ность всего процесса, является предварительная обра-
ботка [3]. Второй по значимости и тесно связанной с 
первой является стадия ферментативного гидролиза [11]. 

Факторов, влияющих на эффективность конверсии 
целлюлозосодержащего сырья в редуцирующие сахара 
(РС), очень много. Условно можно разбить их на две 
группы: влияние ферментов и влияние субстратов (их 
происхождения и способов получения). Эти две группы 
факторов тесно связаны и оказывают друг на друга 
взаимное влияние. Несогласованность действия фер-
ментов приводит к неполному гидролизу целлюлозы и 
гемицеллюлоз, поэтому выход сахаров ниже теорети-
ческих значений [3].

При переходе на высококонцентрированные суб-
страты выход сахаров неизбежно будет уменьшаться, 
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поэтому повышение концентраций низкофермента-
бельных субстратов бессмысленно. Выход сахаров 
уменьшается из-за повышения вязкости реакционной 
массы, что приводит к снижению эффективности био-
конверсии целлюлозы, кроме того, при увеличении 
концентрации сахаров происходит ингибирование 
целлюлаз согласно принципу обратной связи [12]. Ко 
всему прочему, повышение вязкости реакционной 
массы приводит к снижению эффективности переме-
шивания и теплопередачи и, как следствие, к большему 
энергопотреблению [13, 14]. 

Тем не менее переход к высококонцентрированным 
концентрациям субстратов необходим для ряда биотех-
нологических производств, например, для получения 
биоэтанола. Осуществление процесса фермента-
тивного гидролиза при повышенных концентрациях 
субстрата позволяет снизить себестоимость готовой 
продукции, так как обеспечивает повышение выхода 
целевого продукта. Повышение выхода достигается 
благодаря сокращению продолжительности процесса, 
уменьшению дозировки ферментов и снижению веро-
ятности микробной контаминации. 

Исследования поведения субстратов в процессе 
ферментативного гидролиза при их повышенных кон-
центрациях имеют важное практическое значение для 
прогнозирования выходов целевых продуктов микро-
биологического синтеза (из растворов РС, полученных в 
процессе ферментативного гидролиза) и для экономи-
ческой оценки потенциальных производств. В данной 
работе впервые исследуется зависимость эффектив-
ности ферментативного гидролиза от начальной кон-
центрации четырех субстратов, полученных авторскими 
способами из мискантуса гигантского, выращенного 
в Российской Федерации.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В качестве сырья в работе использовали мискантус 

гигантский (Miscanthus × giganteus) сорта КАМИС рос-
сийской селекции урожая 2022 г., который был предо-
ставлен ООО «Мастер Брэнд», г. Москва. Четыре суб-
страта для ферментативного гидролиза были получены 
в лабораторных условиях обработкой сырья при атмос-
ферном давлении и температуре 90–96 °С в одну или 
две стадии: 

1) продукт азотнокислой обработки (ПАО) – получен 
обработкой сырья 4%-м раствором HNO3 в одну стадию;

2) продукт щелочной делигнификации (ПЩД) – получен 
обработкой сырья раствором 4%-го NaОН в одну стадию; 

3) техническая целлюлоза, азотнокислый способ 
(ЦАС) – получен в две стадии путем обработки ПАО 
раствором 4%-го NaОН;

4) техническая целлюлоза, модифицированный 
щелочной способ (ЦМЩС) – получен в две стадии путем 
обработки ПЩД раствором 4%-й HNO3.

Полученные образцы высушивались на воздухе для 
анализа химического состава и дальнейшего фермен-
тативного гидролиза. Массовая доля сухих веществ 

образцов определялась на анализаторе влажности 
MB 23 (Ohaus, США). Анализ химического состава суб-
стратов проводился по общепринятым для анализа 
растительного сырья «мокрым» методам. Массовая 
доля целлюлозы по Кюршнеру в образцах ПАО и ПЩД 
определялась путем экстракции смесью HNO3 и спирта 
в соотношении 1:4 в течение 4 ч [15]. Массовая доля 
α-целлюлозы в образцах ЦАС и ЦМЩС оценивалась 
количественным определением нерастворившегося 
в 17,5%-м растворе гидроксида натрия остатка суб-
страта1. Массовая доля остаточного лигнина оцени-
валась в соответствии с методикой TAPPI T 222 om-022. 
Массовая доля пентозанов определялась спектрофо-
тометрическим способом на UNICO UV-2804 (United 
Products and Instruments, США) с использованием 
раствора орсина1. Зольность оценивалась путем сжи-
гания образца при 600 °C в течение 3 ч3. 

Ферментативный гидролиз проводился с помощью ком-
позиции из ферментных препаратов «Целлолюкс-A» («Сиб-
биофарм», Россия) и «Ультрафло Коре» (Novozymes A/S,  
Дания) в 0,05 М ацетатном буферном растворе (pH 4,7). 
Начальные концентрации субстратов составляли 30, 
60, 90 и 120 г/л. Ферментные препараты добавлялись 
в избытке: «Целлолюкс-А» – 0,1 г/г субстрата, «Ультрафло 
Коре» – 0,3 мл/г субстрата. Объем ацетатного буфера – 
150 мл, температурный режим – (46±2) °С, скорость 
перемешивания – 150 об/мин. Процесс гидролиза осу-
ществлялся с использованием горизонтального пере-
мешивающего устройства ЭКРОС ПЭ-6410 с нагревом 
(«Экохим», Россия). Через определенные промежутки 
времени проводился отбор проб из гидролизатов для 
определения концентрации РС с помощью спектро-
фотометра Cary 60 UV-Vis (Agilent Technologies, США) 
при длине волны 530 нм с использованием реактива 
на основе 3,5-динитросалициловой кислоты (Panreac, 
Испания) [16].

Обработка опытных данных включала расчет кон-
стант в кинетических закономерностях, полученных на 
базе математической модели фрактальной кинетики. 
Проверка воспроизводимости экспериментальных 
результатов осуществлялась по критерию Кохрена [17]. 
Каждая экспериментальная точка для всех образцов 
была получена при одинаковом числе параллельных 
измерений, которое было равно трем. В результате 
проверки установлено, что все опытные данные вос-
производимы, так как расчетные значения критерия 
Кохрена были меньше критических.

Проведенное исследование было выполнено с исполь-
зованием приборной базы Бийского регионального 
центра коллективного пользования СО РАН (Институт 
проблем химико-энергетических технологий СО РАН, 
г. Бийск, Россия).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Химический состав мискантуса и субстратов из него 

приведен в табл. 1. Одностадийная предварительная 
обработка мискантуса гигантского позволяет повысить 

1 Оболенская А.В., Ельницкая З.П., Леонович А.А. Лабораторные работы по химии древесины и цел-люлозы: учеб. пособие 
для студентов вузов. М.: Экология, 1991. 320 с.
2 TAPPI T 222 om-02. Acid-insoluble lignin in wood and pulp. Atlanta: TAPPI Press, 2002.
3 TAPPI T 211 om-85. Ash in wood, pulp, paper, and paperboard. Atlanta: TAPPI Press, 1985.
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содержание гидролизуемых веществ (целлюлозы и геми-
целлюлоз) до 90,4–90,8%, то есть на 13,6–14,0% по 
сравнению с нативным мискантусом, а двустадийная 
обработка позволяет повысить содержание гидроли-
зуемых веществ до 98,3–99,4%, то есть на 7,5–9,0% по 
сравнению с одностадийной обработкой. При этом выход 
субстратов, полученных двустадийно, на 10,0–18,0% 
ниже, чем выход субстратов, полученных одностадийно. 
Явление значительного снижения выхода при понижении 
доли нецеллюлозных компонентов в продуктах перера-
ботки (субстратах) закономерно и хорошо описано для 
разных видов целлюлозосодержащего сырья4. 

Кроме режимов предварительной обработки хими-
ческий состав субстратов зависит от природы целлюло-
зосодержащего сырья. В данной работе нами были при-
менены авторские способы химической предварительной 
обработки мискантуса гигантского, проводимые при 
атмосферном давлении с использованием разбавленных 
растворов HNO3 и NaОН. Ранее эти подходы были иссле-
дованы нами на мискантусе сахароцветном, справоч-
но-химические составы мискантуса сахароцветного 
и субстратов из него также приведены в табл. 1 [18]. 
Химические составы мискантусов гигантского и сахаро-
цветного близки. Отличия состоят в большей массовой 
доле целлюлозы для мискантуса гигантского по срав-
нению с мискантусом сахароцветным (54% против 50%) 
и в меньшей зольности (1,7% против 5,6%). Эти отличия 
объясняют получение больших выходов субстратов 
из мискантуса гигантского по сравнению с мискан-
тусом сахароцветным: для одностадийно полученных 
субстратов – на 9–12%, для двустадийно полученных 
субстратов – на 5,0–5,5%.

Химические составы субстратов из мискантуса 
гигантского и мискантуса сахароцветного, полученных 
идентичными методами, также близки. Тем не менее 
нами обнаружено принципиальное отличие в поведении 
мискантуса гигантского, а именно его устойчивость к 
щелочной делигнификации: при одностадийной обработке 
гидроксидом натрия содержание остаточного лигнина 

в ПЩД мискантуса гигантского в 2,4 раза выше, чем в 
ПЩД мискантуса сахароцветного (9,0% против 3,8%). 
При этом в нативных мискантусах содержание лигнина 
находится на одном уровне около 21%. 

Делигнификация с помощью NaОН – это классический 
промышленный метод предобработки травянистого цел-
люлозосодержащего сырья, но для древесного сырья он 
менее эффективен [19, 20]. На волокно лубяного сырья 
NaОН не оказывает воздействия, а костра лубяного сырья 
делигнифицируется весьма умеренно [21]. Основное 
воздействие щелочи на целлюлозосодержащее сырье 
заключается именно в делигнификации. Гидроксид 
натрия эффективно атакует связи между лигнином и 
гемицеллюлозами в лигнин-углеводных комплексах и 
расщепляет эфирные и сложноэфирные связи. Кроме 
того, NaОН эффективно расщепляет сложноэфирные 
и углерод-углеродные связи в молекулах лигнина. 
Эффективность щелочной делигнификации целлюло-
зосодержащего сырья зависит от его технологических 
режимов, а также от химического состава сырья и его 
морфологических особенностей [19]. 

Мискантус гигантский более устойчив к щелочной 
делигнификации, чем мискантус сахароцветный, бла-
годаря своим морфологическим особенностям: это 
высокорослое, до 4 м высотой, растение с мощными 
стеблями толщиной до 2 см и крепкими междоузлиями. 
По прочности стебли мискантуса гигантского сравнимы 
с бамбуком, который, как и мискантус, относится к 
семейству злаковых. Мискантус сахароцветный может 
достигать высоты 3 м, но толщина стеблей составляет 
не более 0,8 см и после высушивания они напоминают 
стебли соломы.

Далее было исследовано поведение при фермента-
тивном гидролизе четырех субстратов, полученных из 
мискантуса гигантского. В табл. 2 представлены средние 
значения экспериментальных данных по кинетике фер-
ментативного гидролиза. 

Известно, что кинетика ферментативного гидролиза 
целлюлозосодержащего сырья подчиняется классиче-

4 Технология целлюлозно-бумажного производства: справ. материалы. В 3 т. Т. 1. Ч. 1. СПб.: Изд-во ЛТА, 2002. 420 с.

Таблица 1. Химический состав мискантуса и субстратов из него, %

Table 1. Chemical composition of miscanthus and substrates from it, %

Показатели Сырье
Субстраты

ПАО ПЩД ЦАС ЦМЩС
Мискантус гигантский (данная работа)

Массовая доля целлюлозы 54,0±0,4 83,0±0,4 86,3±0,4 96,9±0,4 94,0±0,4
Массовая доля пентозанов 22,8±0,1 7,4±0,1 4,5±0,1 2,5±0,1 5,3±0,1
Массовая доля кислотонерастворимого лигнина 21,0±0,1 7,5±0,1 9,0±0,1 0,5±0,1 0,6±0,1
Массовая доля золы 1,7±0,01 2,1±0,01 0,19±0,01 0,12±0,01 0,06±0,01
Сумма гидролизуемых веществ 76,8±0,3 90,4±0,3 90,8±0,3 99,4±0,3 98,3±0,3
Выход из 100 кг сырья – 50±0,1 48±0,1 32±0,1 38±0,1

Мискантус сахароцветный [18]
Массовая доля целлюлозы 50,3±0,4 79,2±0,4 86,5±0,4 95,8±0,4 92,6±0,4
Массовая доля пентозанов 22,7±0,1 7,0±0,1 9,4±0,1 2,5±0,1 6,4±0,1
Массовая доля кислотонерастворимого лигнина 21,4±0,1 9,6±0,1 3,8±0,1 1,5±0,1 0,6±0,1
Массовая доля золы 5,6±0,01 4,2±0,01 0,3±0,01 0,2±0,01 0,4±0,01
Сумма гидролизуемых веществ 72,3±0,3 86,2±0,3 96,0±0,3 98,3±0,3 98,0±0,3
Выход из 100 кг сырья – 37,7±0,1 39,0±0,1 24,6±0,1 33,4±0,1

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour


398

ИЗВЕСТИЯ ВУЗОВ. ПРИКЛАДНАЯ ХИМИЯ И БИОТЕХНОЛОГИЯ  2024  Том 14  N 3
PROCEEDINGS OF UNIVERSITIES. APPLIED CHEMISTRY AND BIOTECHNOLOGY 2024  Vol. 14  No. 3

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour 

скому уравнению Михаэлиса – Ментен [22, 23]. Это 
уравнение справедливо для идеальных условий, когда 
используются химически чистые вещества и пере-
мешивание реагентов осуществляется в гомогенной 
среде. В реальных условиях твердая фаза субстрата 
имеет многокомпонентную по химическому составу 
фрактальную структуру. Это означает, что структуры 
субстратов обладают свойством самоподобия, когда 
объект в точности или приближенно совпадает с частью 
себя самого или, другими словами, целое имеет ту же 
форму, что и одна или более его частей. В высококон-
центрированных средах затруднен массо- и тепло-
обмен. В связи с этим для описания кинетики фермен-
тативного гидролиза субстратов с такой фрактальной 
структурой использование классических уравнений 
реакций первого порядка приводит к расхождениям 
между экспериментальными и теоретическими резуль-
татами [24]. 

По данной причине для описания процесса фер-
ментативного гидролиза наиболее пригодной является 
математическая модель, полученная на уравнениях 
реакций псевдопервого порядка [25, 26]. При построении 
подобной математической модели предполагается, что 
различные гидролитические ферменты оказывают 
единое влияние на расщепление нерастворимых 
субстратов [27, 28]. В таком случае кинетика фермен-
тативного гидролиза для всех субстратов может быть 
описана уравнением псевдопервого порядка реакции, 
имеющим вид

𝐶𝐶(𝑡𝑡) = 𝐶𝐶𝑚𝑚[1 − exp⁡(−𝑘𝑘 × 𝑡𝑡𝑎𝑎)],  (1)
где С(t) – мгновенная концентрация РС, кг/м3; Cm – 
предельная (максимальная теоретическая) концен-
трация РС для конкретного субстрата, г/л; k – кон-
станта, характеризующая скорость процесса гидролиза,  
ч-1; а – фрактальная константа, характеризующая степень 
реакции ферментативного гидролиза.

Выражение (1) использовалось при построении кине-
тических закономерностей для всех опытных образцов. 
При этом исходили из следующих предположений: 

– изменение концентрации РС от продолжительности 
процесса при ферментативном гидролизе подчиняется 
экспоненциальному закону;

– используемые субстраты существенно отличаются 
по исходному химическому составу;

– равномерность распределения ферментативного 
препарата по объему субстрата не контролировалась, 
что может оказывать существенное влияние на кинетику 
процесса.

Для вычисления записанных в выражении (1) кон-
стант данные табл. 2 были линеаризованы. В результате 
этого исходное выражение (1) было приведено к виду
 y = ax + b, (2)
где y = ln {ln[C/(C-Cm)]}; a = a; x = ln(t); b = ln(k).

Значение параметра Cm принималось равным 
величине максимальной возможной концентрации 
РС, которая определялась индивидуально для каждого 
субстрата.

В результате выполнения процедуры линеаризации 
исходных экспериментальных данных и их обратного 
преобразования были вычислены коэффициенты, вхо-
дящие в выражение (1). Результаты расчета коэффи-
циентов сведены в табл. 3, куда также были записаны 
значения коэффициентов детерминации R2 для всех 
видов субстратов. Высокие значения R2 (более 0,91), 
наблюдаемые во всех экспериментах, указывают на 
эффективность фрактальной кинетической модели при 
описании ферментативного гидролиза различных типов 
субстратов.

Все полученные зависимости, описывающие 
поведение кинетики ферментативного гидролиза по 
выражению (1), с учетом коэффициентов, записанных 
в табл. 3, подтвердили свою адекватность по критерию 
Фишера при уровне значимости 0,05.

Таблица 2. Средние значения экспериментальных данных по кинетике ферментативного гидролиза (приведены концентрации  
редуцирующих сахаров, г/л)

Table 2. Average values of experimental data on the kinetics of enzymatic hydrolysis (the concentrations of reducing sugars  
are given, g/l)

Образец Начальная концентрация 
субстрата, г/л

Продолжительность гидролиза, ч
8 24 32 48 56 72

ПАО

30 12,2±0,2 18,5±0,5 19,0±0,5 21,5±0,5 21,5±0,5 21,5±0,5
60 19,8±0,5 33,0±0,5 33,5±0,5 36,8±0,5 39,0±0,5 39,5±0,5
90 27,5±0,5 49,5±0,5 51,0±1,0 55,0±1,0 58,5±1,0 59,0±1,0

120 37,5±0,5 55,0±1,0 58,5±1,0 67,5±1,0 68,5±1,0 68,5±1,0

ПДЩ

30 10,0±0,2 17,0±0,2 19,1±0,2 19,8±0,5 20,2±0,5 20,2±0,5
60 18,3±0,2 31,0±0,5 34,0±0,5 35,2±0,5 37,0±0,5 37,3±0,5
90 25,8±0,5 42,0±0,5 48,5±0,5 53,5±1,0 55,0±1,0 55,0±1,0

120 33,8±0,5 53,0±1,0 57,3±0,5 63,4±1,0 64,2±1,0 64,0±1,0

ЦАС

30 12,8±0,2 17,5±0,2 18,5±0,2 20,0±0,5 21,0±0,5 21,0±0,5
60 22,8±0,5 30,5±0,5 32,8±0,5 36,5±0,5 39,0±0,5 39,0±0,5
90 32,0±0,5 48,2±0,5 50,0±0,5 53,0±1,0 57,5±1,0 57,5±1,0

120 41,3±0,5 54,0±0,5 58,0±1,0 67,5±1,0 67,5±1,0 67,5±1,0

ЦМЩС

30 13,0±0,2 17,5±0,2 20,0±0,5 20,5±0,5 21,0±0,5 21,0±0,5
60 23,0±0,5 31,0±0,5 36,2±0,5 38,0±0,5 38,5±0,5 38,5±0,5
90 31,8±0,5 49,5±0,5 50,5±1,0 52,0±1,0 53,5±1,0 56,5±1,0

120 40,0±0,5 60,5±1,0 65,0±1,0 66,0±1,0 66,5±1,0 66,5±1,0
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Расчет скорости реакции ферментативного гидролиза 
в любой момент времени должен осуществляться с 
учетом предложенного уравнения (1) по выражению

𝑑𝑑𝑑𝑑(𝑡𝑡)
𝑑𝑑𝑡𝑡 = 𝑑𝑑𝑚𝑚 × 𝑘𝑘 × 𝑎𝑎 × 𝑡𝑡𝑎𝑎𝑎𝑎 × exp⁡(−𝑘𝑘𝑡𝑡𝑎𝑎).  (3)

В то же время вычисление начальной скорости 
реакции для всех образцов аналитическим способом 
невозможно. Это связано с тем, что при t = 0 для a < 1 
выражение dC/dt → ∞.

По этой причине расчет начальной скорости реакции 
ферментативного гидролиза осуществлялся по формуле
 Δ𝐶𝐶

Δ𝑡𝑡 =
𝐶𝐶теор.(1)−𝐶𝐶теор.(0)

1−0 ,  (4)

где Стеор.(1) – теоретически вычисленное по выражению 
(1) с использованием коэффициентов табл. 3 значение 
концентрации РС при t = 1 ч от начала процесса фер-
ментативного гидролиза, г/л; Стеор.(0) = 0 – начальная 
концентрация РС в момент времени t = 0, г/л. 

Данные по расчету начальной скорости процесса 
ферментативного гидролиза по формуле (4) также были 
внесены в табл. 3. 

Константа, характеризующая скорость процесса 
гидролиза, k зависит и от вида предобработки, и от 
начальной концентрации субстрата. Для субстратов, полу-
ченных двустадийно (ЦАС и ЦМЩС), константа скорости 
гидролиза выше, чем для субстратов, полученных одно-
стадийно (ПАО и ПЩД), в 1,6–1,8 раза: 0,163–0,224 ч-1  

против 0,092–0,140 ч-1, что объясняется химической 
чистотой двустадийно полученных субстратов. Пове-
дение субстратов, полученных с помощью кислоты или 
щелочи на первой стадии, принципиально отличается 
при повышении начальной концентрации субстрата. 
Так, субстраты, полученные с использованием HNO3 на 
первой стадии предобработки (ПАО и ЦАС), при повы-
шении начальной концентрации субстрата демонстрируют 
небольшое снижение константы k: на 11,4% ПАО и на 
14,4% ЦАС, в то время как субстраты, полученные с 

использованием NaОН на первой стадии предобработки 
(ПЩД и ЦМЩС), напротив, при повышении начальной 
концентрации субстрата демонстрируют небольшое повы-
шение константы k: на 11,9% ПЩД и на 5,2% ЦМЩС.

Как было показано в работе [29], константа скорости k 
в основном связана с реакционной способностью пред-
варительно обработанного субстрата образовывать ком-
плекс с целлюлазами. Постепенное снижение константы 
скорости k при увеличении начальной концентрации 
субстрата связано с рядом явлений, таких как ингиби-
рование и дезактивация ферментов, затрудненность 
массопереноса из-за повышенного содержания твердого 
вещества [14]. Щелочная делигнификация приводит к 
образованию очень рыхлых субстратов [3], поэтому 
в указанном диапазоне начальных концентраций не 
наблюдается снижения k для субстратов ПЩД и ЦМЩС. 
В целом важно поддерживать баланс между высокой 
начальной концентрацией субстрата с целью увеличения 
концентрации РС в растворе и высокой скоростью фер-
ментативного гидролиза с целью получения высоких 
выходов РС.

Фрактальная константа а отражает влияние пред-
варительной обработки на структуру и доступность 
лигноцеллюлозы. Принято считать, что более низкие 
значения а характеризуют более доступные к дей-
ствию ферментов субстраты, характеризующиеся, в 
свою очередь, аморфной структурой и быстрым мас-
сопереносом [30]. В целом коэффициент скорости k 
больше связан с доступностью целлюлозы в начальный 
момент ферментативного гидролиза, а фрактальный 
показатель а – с доступностью целлюлозы для воздействия 
ферментов в процессе ферментативного гидролиза [27]. 

В данной работе двустадийно предобработанные суб-
страты демонстрируют значения а ниже в 1,2 раза, чем 
одностадийно предобработанные субстраты (0,65–0,75 
против 0,79–0,91). Это представляется обоснованным, 
так как при двустадийной обработке в субстратах меньше 
нецеллюлозных примесей и целлюлоза более доступна 
для взаимодействия с ферментами.

Таблица 3. Значения констант математической модели для четырех субстратов

Table 3. Values of mathematical model constants for four substrates

Образец Начальная концентрация 
субстрата, г/л

Константы
R2 Начальная 

скорость, г/(л×ч)Cm, г/л k, ч-1 a

ПАО

30 21,9 0,140 0,82 0,95 2,86
60 40,3 0,129 0,79 0,98 4,87
90 60,1 0,092 0,87 0,95 5,27

120 69,9 0,124 0,83 0,95 8,18

ПЩД

30 20,6 0,101 0,91 0,99 1,97
60 38,0 0,118 0,83 0,98 4,23
90 56,1 0,094 0,87 0,99 5,03

120 65,4 0,113 0,87 0,99 7,01

ЦАС

30 21,4 0,201 0,69 0,96 3,89
60 39,8 0,165 0,73 0,92 6,05
90 59,7 0,163 0,74 0,95 8,83

120 68,9 0,172 0,75 0,91 10,90

ЦМЩС

30 21,4 0,213 0,70 0,97 4,12
60 39,3 0,179 0,74 0,96 6,43
90 57,6 0,217 0,65 0,95 11,25

120 67,8 0,224 0,71 0,98 13,62
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Увеличение начальных концентраций субстрата не 
оказывает существенного влияния на фрактальную кон-
станту а. Это связано с тем, что в течение первых двух 
часов ферментативного гидролиза происходит быстрое 
снижение кажущейся вязкости и предела текучести 
суспензии субстрата, суспензия разжижается и пере-
ходит в жидкое состояние [31]. Из-за быстрого разжи-
жения фрактальная константа а, свидетельствующая 
о доступности целлюлозы при гидролизе, существенно 
не зависит от концентрации субстрата. Обе константы 
используют для оценки характеристик гидролиза раз-
личных видов предобработки биомассы. В работе [27] 
сравнение константы скорости k и фрактальной константы 
а при различных начальных концентрациях субстратов 
показало, что увеличение начальной концентрации суб-
страта значительно снижает доступность целлюлозы 
на начальной стадии гидролиза, не влияя при этом на 
доступность целлюлозы во время гидролиза. В нашем 
случае получены похожие закономерности.

Наглядно особенности ферментативного гидролиза 
любых субстратов характеризует начальная скорость 
гидролиза (см. табл. 3). Двустадийно предобработанные 
субстраты демонстрируют более высокие скорости 
гидролиза, чем одностадийно предобработанные, и 
в исследуемом диапазоне начальных концентраций 
от 30 до 120 г/л изучаемые субстраты по начальной 
скорости гидролиза можно расположить в ряд: ЦМЩС > 
ЦАС > ПАО > ПЩД. Для всех субстратов характерно 
повышение начальной скорости гидролиза при повы-
шении начальной концентрации субстрата: для ПАО 
в 2,9 раза, для ПЩД в 3,6 раза, для ЦАС в 2,8 раза, 
для ЦМЩС в 3,3 раза.

Главным критерием эффективности ферментативного 
гидролиза является не скорость гидролиза, а выход РС 
от массы субстрата [14, 22, 32]. Для всех субстратов 
при повышении начальной концентрации субстрата 
наблюдается повышение предельной концентрации Cm, 
что закономерно. Однако при увеличении Cm наблю-

дается снижение выхода РС. По выходу РС изучаемые 
субстраты можно расположить в следующий ряд: ПАО > 
ЦАС > ЦМЩС > ПЩД. Несколько сниженный выход РС 
для ПЩД (на 4–7% по сравнению с лидером) объясняется 
недостаточной делигнификацией мискантуса гигантского в 
выбранных условиях предобработки. Таким образом, для 
определения эффективности ферментативного гидролиза 
важно выполнить эксперимент до конца, не ограничи-
ваясь анализом только начальной скорости гидролиза.

Нативный мискантус гигантский при концентрации 
субстрата 30 г/л обеспечивает концентрацию РС через 
72 ч ферментативного гидролиза 0,6 г/л, что соответ-
ствует выходу РС 1,8%. Предобработка обеспечивает 
существенное повышение реакционной способности 
к ферментативному гидролизу в 34–36 раз (выход РС 
составляет 61% для ПЩД и 65% для ПАО). Это очень 
хороший результат, указывающий на высокую эффектив-
ность примененных предобработок. Согласно данным 
мировой литературы, предобработка считается эффек-
тивной, если она позволяет повысить реакционную спо-
собность к ферментативному гидролизу в 5–7 раз [3].

Снижение выхода РС при повышении начальной 
концентрации субстрата является неизбежным нега-
тивным эффектом. На рисунке показана зависимость 
концентрации и выхода РС по окончании фермента-
тивного гидролиза от начальной концентрации суб-
стратов, полученных из мискантуса гигантского. Для 
всех субстратов выход РС резко снижается от 62–65 
до 58–59% при повышении начальной концентрации 
субстрата от 30 до 60 г/л. В диапазоне от 60 до 90 г/л 
выход РС стабильно сохраняется на уровне 56–59%, а 
при дальнейшем повышении начальной концентрации 
субстрата до 120 г/л резко падает до 49–52%. В целом 
при повышении начальной концентрации субстратов 
от 30 до 120 г/л выход РС уменьшается на 12,4–13,1%. 
Таким образом, диапазон от 60 до 90 г/л вполне приемлем 
для дальнейшей биотехнологической трансформации 
в биотоплива и биохимикаты.

Зависимость концентрации (а) и выхода (b) редуцирующих веществ по окончании ферментативного гидролиза  
от начальной концентрации субстратов
Dependence of concentration (a) and reducing substances yield (b) at the end of enzymatic hydrolysis  
on the initial concentration of substrates

 а b
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Показательной является принципиальная разница 
при ферментативном гидролизе в поведении субстратов, 
полученных из мискантуса гигантского, в данной работе 
и в поведении субстратов, полученных их мискантуса 
сахароцветного, описанном нами ранее в работе [18]. 
Через 72 ч ферментативного гидролиза при начальной 
концентрации субстрата 30 г/л были получены следующие 
выходы РС в расчете на массу субстрата [18]: нативный 
мискантус сахароцветный – 11,1%; ПАО – 80,5%, ПЩД – 
79,9%, ЦАС – 72,1%; ЦМЩС – 81,0%. Таким образом, 
снижение выхода РС для субстратов из мискантуса 
гигантского по сравнению с выходом РС для субстратов 
из мискантуса сахароцветного составило 11,1–15,5%. 
При этом реакционная способность к ферментативному 
гидролизу нативного мискантуса гигантского в 6,2 раза 
ниже, чем нативного мискантуса сахароцветного (выход 
РС 1,8% против 11,1% соответственно). В работах при-
менены идентичные методы предобработки, разница 
состояла только в использовании разных видов сырья 
одного и того же биологического вида. Морфологические 
особенности сырья оказались определяющими для 
поведения субстратов при ферментативном гидролизе. 
Природа сырья такова, что мискантус гигантский более 
устойчив к физико-химическому и ферментативному 
воздействиям, чем мискантус сахароцветный. Устойчи-
вость нельзя считать недостатком мискантуса гигант-
ского, так как именно она определяет успешность его 
применения в целлюлозно-бумажной промышленности, 
строительстве, энергетике. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Из мискантуса гигантского сорта КАМИС российской 

селекции с применением авторских методов хими-
ческой предобработки, реализуемых при атмосферном 
давлении с использованием разбавленных растворов 
HNO3 и NaОН, получено четыре субстрата. Установлено, 
что одностадийная обработка мискантуса гигантского 
приводит к повышению содержания гидролизуемых 

веществ в субстратах до 90,4–90,8%, что на 13,6–14,0%  
выше по сравнению с нативным мискантусом, а дву-
стадийная обработка приводит к повышению содер-
жания гидролизуемых веществ до 98,3–99,4%, что 
на 7,5–9,0% выше по сравнению с одностадийной 
обработкой. При этом выход субстратов, полученных 
двустадийно, на 10,0–18,0% ниже, чем субстратов, 
полученных одностадийно.

В результате исследования ферментативного 
гидролиза полученных субстратов и математической 
обработки опытных данных установлено, что для суб-
стратов, полученных двустадийно, константа, характе-
ризующая скорость процесса гидролиза, в 1,6–1,8 раза 
выше, а константа фрактальности в 1,2 раза ниже, 
чем для субстратов, полученных одностадийно. При 
повышении начальной концентрации субстрата от 30 
до 120 г/л для всех субстратов наблюдается снижение 
выхода РС на 12,4–13,1% при повышении начальной 
скорости гидролиза в 2,8–3,3 раза.

Нативный мискантус характеризуется высокой 
устойчивостью к ферментативному гидролизу, выход РС 
от массы субстрата составляет всего 1,8%. Авторская 
предобработка привела к повышению реакционной 
способности субстратов к ферментативному гидролизу 
в 34–36 раз по сравнению с нативным сырьем, что 
является выдающимся результатом. Самые высокие 
выходы РС получены при одностадийной обработке 
мискантуса гигантского разбавленным раствором 
HNO3. Сниженные выходы РС наблюдаются при фер-
ментативном гидролизе продукта щелочной делиг-
нификации мискантуса гигантского, что связано 
с устойчивостью данного вида сырья к обработке 
гидроксидом натрия.

Ферментативный гидролиз высококонцентриро-
ванных субстратов может успешно использоваться для 
получения биотоплив и биохимикатов, так как повы-
шение начальной концентрации субстратов до 90 г/л 
не приводит к существенному снижению выхода РС.
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Биохимический состав биосубстанций из пантов марала

И.Н. Гришаева , М.Г. Кротова 

Федеральный Алтайский научный центр агробиотехнологий, Барнаул, Российская Федерация

Аннотация. Целью настоящей работы являлось изучение биологически активных веществ в биосубстанциях, 
полученных из разных частей пантов марала. Замороженные рога марала разделяли на кожу и основу панта, 
измельчали и проводили ультразвуковой ферментативный гидролиз. Оставшийся жмых от экстракции основы 
панта марала сушили в вакуумной установке. В полученных биосубстанциях исследовали содержание белка, 
жира, золы и влаги, изучали аминокислотный, жирнокислотный и минеральный составы, а также молекуляр-
но-массовое распределение пептидных фракций. По результатам проведенной работы установлено, что в концен-
тратах из кожи и основы панта марала содержится максимальное содержание протеина (73,68–74,41%), а в 
минеральной биосубстанции – максимальное содержание макро- и микроэлементов (84,17%), в частности 
высокий уровень фосфора – 136000 мг/кг, натрия – 29230 мг/кг и кальция – 5140 мг/кг. Все биосубстанции 
характеризуются низким содержанием жира от 0,3 до 1,76%. Аналогично содержанию белка общая сумма 
аминокислот превалирует в концентратах из кожи и основы панта марала и составляет 40,90 и 43,66 г/100 г 
соответственно, причем в обоих образцах количество незаменимых аминокислот выше заменимых. Количество 
витаминов находится на низком уровне и представлено водорастворимыми витаминами В1, В2, В6. Жирнокис-
лотный состав наиболее сбалансирован в концентрате из основы панта марала, имеет в составе омега-3 и 
омега-6. Соотношение ненасыщенных жирных кислот к насыщенным равно 0,96. Изучение молекулярно-мас-
сового распределения пептидных фракций показало, что максимальное содержание пептидов с низкой молеку-
лярной массой менее 2,9 кДа и до 6,4 кДа выявлено в концентрате из кожи панта – 54,7%.

Ключевые слова: марал, панты, биосубстанции, аминокислоты, пептиды, жирные кислоты, витамины

Финансирование. Научно-исследовательская работа выполнена на средства гранта губернатора Алтайского 
края для разработки качественно новых технологий, создания инновационных продуктов и услуг в сферах 
переработки и производства пищевых продуктов, фармацевтического производства и биотехнологий по теме 
«Разработка нового функционального продукта на основе безотходной биотехнологии переработки сырых 
пантов маралов в сочетании с лекарственными травами Алтайского края».
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Biochemical composition of biological substances  
extracted from red deer antlers

Irina N. Grishaeva , Maria G. Krotova

Federal Altai Scientific Center of Agrobiotechnologies, Barnaul, Russian Federation

Abstract. We aim to study biologically active agents in biological substances obtained from different parts of 
red deer antlers. Frozen red deer antlers were separated into skin and antler base, crushed, and subjected to 
ultrasonic enzymatic hydrolysis. The press cake from the extraction of antler base was dried in a vacuum unit. The 
content of protein, fat, ash, and moisture in the obtained biological substances was studied. In addition, the amino 
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acid, fatty acid, and mineral compositions were analyzed, as well as the molecular weight distribution of peptide 
fractions. The concentrates from the skin and base of red deer antlers were found to contain the maximum of 
proteins (73.68–74.41%). The mineral biological substances comprise the maximum of macro- and microelements 
(84.17%), in particular, a high level of 136,000 mg/kg of phosphorus, 29,230 mg/kg of sodium, and 5,140 mg/kg  
of calcium. All biological substances are characterized by a low-fat content in the range from 0.3 to 1.76%. Similar 
to the protein content, the total amount of amino acids prevails in concentrates from the skin and base of red deer 
antlers, equaling 40.90 and 43.66 g/100 g, respectively. Moreover, in both samples, the amount of essential 
amino acids is higher than that of non-essential ones. The amount of vitamins is low, being represented by B1, B2, 
B6 water-soluble vitamins. The fatty acid composition is most balanced in the concentrate from the red deer antler 
base, containing omega-3 and omega-6. The ratio of unsaturated to saturated fatty acids is equal to 0.96. In the 
concentrate from antler skin, the maximum content (54.7%) of peptides with a low molecular weight of less than 
2.9 kDa and up to 6.4 kDa was found using the molecular-weight distribution of peptide fractions.

Keywords: red deer, antlers, biological substances, amino acids, peptides, fatty acids, vitamins

Funding. The Governor of the Altai Territory funded this work for the development of qualitatively new technologies, 
creation of innovative products and services in the areas of processing and production of food products, pharmaceutical 
production and biotechnology (topic “Development of a new functional product based on waste-free biotechnology 
for processing raw maral antlers in combination with medicinal herbs of the Altai Territory”).
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deer antlers. Proceedings of Universities. Applied Chemistry and Biotechnology. 2024;14(3):406-415. (In Russian). 
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ВВЕДЕНИЕ
В последние годы во всем мире отмечается особое 

внимание общественности к проблемам питания насе-
ления. Это объясняется осознанием специалистами 
многочисленных негативных последствий нарушения 
структуры питания и пищевого статуса человека, что 
влечет за собой потерю его здоровья и трудоспособ-
ности [1]. Концепция оптимального питания предусма-
тривает необходимость полного обеспечения потреб-
ностей организма в энергии, макро- и микронутриентах 
и в целом ряде необходимых минорных биологически 
активных компонентов пищи. В связи с этим одним 
из важных направлений в пищевой промышленности 
является использование в составе продуктов питания 
натуральных ингредиентов, содержащих жизненно 
важные биологически активные вещества, полученных 
путем переработки нетрадиционного сырья. 

Продукция пантового оленеводства является прове-
ренным источником сырья для производства биологи-
чески активных добавок и продуктов функционального 
питания [2]. Ее эффективность доказана многолетними 
научными исследованиями и опытом китайской народной 
медицины [3].

Исследования подтвердили, что из пантов успешно 
выделяют около 100 видов химических компонентов, 
причем пропорции этих веществ могут варьировать в 
зависимости от вида оленей. Доказано, что основными 
биологически активными ингредиентами пантов благо-
родного оленя являются водорастворимые вещества, 
в основном содержащие белки, полипептиды, амино-
кислоты, полисахариды, факторы роста и т.д. [4]. Входящие 
в состав пантов аминокислоты, а также тестостерон, 
эстрадиол и инсулиноподобный фактор роста могут 
заменить дефицит эстрогена, что является важным фак-
тором в борьбе с остеопорозом с потерей костной массы 
и снижением веса [5]. Хотя механизм действия пантов 
до сих пор не ясен, их фармакологическая активность 
может быть в большой степени отнесена к основным 
биологически активным соединениям аминокислот, 
полипептидов и белков. 

Как показано в исследованиях на животных и кли-
нических испытаниях, панты не имеют явных побочных 
эффектов. Тем не менее необходимы дальнейшие иссле-
дования для изучения отдельных биологически активных 
соединений, ответственных за эти фармакологические 
эффекты, и механизмов их действия. 

Анализ научных публикаций и патентный поиск 
показал, что существует ряд работ отечественных и 
зарубежных исследователей, посвященных разработке 
продуктов питания, обогащенных продукцией пантового 
оленеводства. На основе пантогематогена сибирскими 
исследователями разработана биологически активная 
добавка с отличными потребительскими свойствами. 
Представлены результаты серии экспериментов по изго-
товлению на основе соков плодово-ягодных культур и 
сырья пантовых оленей продуктов функционального 
питания. Доказано влияние биологически активных 
веществ пантов марала на снижение токсичности 
спиртных напитков [6]. Разработан напиток функци-
онального назначения на основе минеральной воды 
с добавлением сока брусники и экстрактов пантов 
северного оленя. С использованием пантогематогена 
также предложены рецептуры и технологии сахаристых 
кондитерских изделий и других биологически активных 
добавок. Представлены данные по технологии получения 
карамели, обогащенной пантами. Описано использование 
препарата пантов и комплексной дрожжевой подкормки 
в пивоварении [7]. Экстракты пантов и пантовая мука 
используются при производстве биологически активных 
добавок. Возможность использования пантового сырья 
доказана и для технологии хлебобулочных изделий [8]. 

Основными способами переработки продукции 
мараловодства на перерабатывающих предприятиях 
являются: измельчение (до порошкообразного состояния), 
спиртовая и водная экстракция консервированных 
пантов. В результате измельчения пантов производители 
вынуждены удалять и утилизировать кожу, теряя при 
этом до 25,0% массы пантов. Отечественными пере-
работчиками широко используется водная и спиртовая 
экстракция продукции маралов, но и это позволяет 
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извлечь из сырья не более 10,0% сухих веществ, остав-
шийся жмых, как правило, утилизируется. При этом 
необходимо отметить, что измельченное сырье (панты) 
является нерастворимыми биосубстанциями. Это, в свою 
очередь, ограничивает область их использования, в то 
время как их получение связано с большими трудо- и 
энергозатратами.

Разработанные ранее сотрудниками Всероссийского 
научно-исследовательского института пантового оле-
неводства способы получения растворимых биосуб-
станций с использованием ферментов растительного 
(папаин) и животного (пепсин) происхождения огра-
ничивались выходом не более 40,0% сухих веществ, 
что отражалось на стоимости конечного продукта [9]. 
Применение современных микробиологических фер-
ментов позволило увеличить выход биологически активных 
компонентов до 55–60% – именно такое количество 
составляет органическую часть панта [10]. Основным 
принципом технологии является разделение тканей панта 
на составляющие с получением трех видов биосубстанций: 
концентрат из кожи панта, концентрат из основы панта, 
минеральная биосубстанция. Однако для дальнейшего 
использования полученных биосубстанций из пантов 
марала в составе пищевых продуктов необходимо 
детальное исследование их биохимического состава.

Целью настоящей работы являлось изучение био-
логически активных веществ в биосубстанциях, полу-
ченных из разных частей пантов марала.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В экспериментах использовали свежесрезанные 

панты марала, полученные с маральника «ОС “Ново-
талицкое”» Федерального Алтайского научного центра 
агробиотехнологий (Алтайский край). 

Эксперименты проводили в лаборатории переработки 
и сертификации пантовой продукции отдела «Всерос-
сийский научно-исследовательский институт пантового 
оленеводства» Федерального Алтайского научного центра 
агробиотехнологий. Сырье разделяли на кожу и основу 
панта, измельчали по отдельности и направляли на ультраз-
вуковой ферментативный гидролиз. Минеральный жмых, 
оставшийся в результате обработки основы панта, гидро-
лизаты из кожи и основы панта сушили с применением 
вакуумной установки с последующим измельчением.

Для осуществления гидролиза кожи и основы 
панта проводили ферментолиз в поле ультразвука 
при интенсивности ультразвуковых колебаний 37 Вт 
с применением ферментов Протозим, Протозим С, 
Протозим Н («Биопрепарат», Россия) при температуре 
до 50 °С, рН 7,0 в течение 360 мин с последующим 
высокотемпературным гидролизом жмыха с водой при 
гидромодуле 1:6 в автоклаве при температуре 125 °С, 
давлении 0,25 МПа. Выбор комплекса ферментов основан 

на ранее проведенных исследованиях, которые показали 
высокую специфичность по отношению к белковым 
компонентам пантов марала, термоустойчивость и 
доступность приобретения.

Химический состав биосубстанций из пантов марала, 
в частности массовой доли белка, определяли по ГОСТ 
25011-20171, массовой доли влаги – по ГОСТ 15113.4-
20212, массовой доли жира – по ГОСТ 15113.9-773, 
массовой доли золы – по ГОСТ 15113.8-774.

Аминокислотный состав биосубстанций определяли 
методом высокоэффективной жидкостной хроматографии 
(ВЭЖХ) на оборудовании Shimadzu LC-20 Prominence 
(Shimadzu, Япония). Навески образцов гидролизовали 
6 моль/л HCl в течение 18 ч при температуре 110±1 °С 
с дальнейшим преобразованием аминокислот в про-
изводные фенилизотиоцианата (PITC), идентификацию 
проводили диодно-матричным-детектированием (SPD-20A)  
c длиной волны 254 нм.

Жирнокислотный состав определяли с помощью 
газожидкостного хромато-масс-спектрометра (Hew-
lett-Packard, США) по методике, изложенной в ГОСТ 
31663-20125.

Атомно-абсорбционный спектрофотометр Shimadzu 
AA-7000 (Shimadzu, Япония) использовался для оценки 
содержания калия, натрия, кальция, магния, фосфора, 
железа, марганца, меди, цинка, хрома, йода, селена. 

Проведено исследование жирорастворимых и водо-
растворимых витаминов в биосубстанциях пантов. 
Определение проводили в соответствие с руководством 
Р 4.1.1672-036. Для идентификации жирорастворимых 
витаминов применяли метод, основанный на щелочном 
гидролизе пробы биосубстанций и экстракции жирорас-
творимых витаминов диэтиловым эфиром, с упариваем 
полученного экстракта и переводом сухого остатка в 
растворитель для введения в ВЭЖХ колонку для хро-
матографического разделения и детектирования. Для 
водорастворимых витаминов применяли гидролиза с 
последующим разведением сухого остатка в воде и 
детектированием методом ВЭЖХ.

Молекулярно-массовое распределение пептидных 
фракций в составе биосубстанций из пантов марала 
определяли методом высокоэффективной жид-
костной хроматографии на аппарате Phenomenex  
(Yarra 3uSEC-2000).

Статистическую обработку полученных данных про-
водили методом вариационной статистики с применением 
пакета прикладных программ Microsoft Office 2010.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В ходе научно-исследовательской работы проведен 

анализ химического состава различных биосубстанций 
из пантов марала. Полученные результаты представлены 
в табл. 1.

1 ГОСТ 25011-2017. Мясо и мясные продукты. Методы определения белка. М.: Стандартинформ, 2018. 16 с.
2 ГОСТ 15113.4-2021. Концентраты пищевые. Гравиметрические методы определения массовой доли влаги. М.: Российский 
институт стандартизации, 2021. 15 с.
3 ГОСТ 15113.9-77. Концентраты пищевые. Методы определения жира. М., 1977. 9 с.
4 ГОСТ 15113.8-77. Концентраты пищевые. Методы определения золы. М., 1977. 3 с.
5 ГОСТ 31663-2012. Масла растительные и жиры животные. Определение методом газовой хромато-графии массовой доли 
метиловых эфиров жирных кислот. М.: Стандартинформ, 2013. 11 с.
6 Р 4.1.1672-03. Руководство по методам контроля качества и безопасности биологически активных добавок к пище.  
М.: Минздрав России, 2004.

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour


409

Гришаева И.Н., Кротова М.Г. Биохимический состав биосубстанций из пантов марала 
Grishaeva I.N., Krotova M.G. Biochemical composition of biological substances extracted from red deer antlers 

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour 

Каждая из биосубстанций на основе пантов марала 
характеризовалась определенным соотношением про-
теина, жира и золы. Из данных табл. 1 следует, что два 
вида пантовых биосубстанций содержат больше всего 
протеина (73,68–74,41%) – это биосубстанции из кожи 
и основы панта марала. Третья минеральная биосуб-
станция характеризовалась значительным количеством 
минеральных компонентов (84,17%), что опосредовано 
наличием костной ткани в составе панта. При фракцио-
нировании сырых пантов 78,8% зольных компонентов 
переходит в состав костно-минеральной субстанции, 
причем минеральные вещества в пантах представлены 
в виде гидроксипатитов [11], которые хорошо усваи-
ваются в организме человека. Минимальное количество 
зольных компонентов (5,72%) отмечено в концентрате 
из кожи панта. 

Массовая доля жира во всех биосубстанциях нахо-
дится на низком уровне, максимальная концентрация 
1,76% установлена в концентрате из кожи панта марала, 
тогда как в других фракциях установлено ее минимальное 
количество – от 0,30 до 0,60%.

На следующем этапе исследования проведено изучение 
аминокислотного состава в зависимости от вида био-
субстанции. Полученные данные представлены в табл. 2.

Как видно из табл. 2, в концентрате из основы 
панта общая сумма аминокислот была максимальной 
и составила 43,66 г/100 г, из них 25,85 г/100 г составляли 
заменимые аминокислоты и 17,81 г/100 г – незаме-
нимые. В концентрате из кожи панта сумма аминокислот 
была на 6,3% ниже по сравнению с концентратом из 
основы панта и составила 40,90 г/100 г.

В составе биосубстанций из пантов марала обна-
ружены такие заменимые аминокислоты, как аспараги-
новая кислота, аланин, глутаминовая кислота, пролин, 
глицин, серин, тирозин, цистин. 

Во всех представленных биосубстанциях превали-
рующими являлись следующие аминокислоты: глицин, 
уровень которого составлял от 1,84 до 6,88 г/100 г в 
зависимости от вида биосубстанции, пролин с концен-
трацией от 1,10 до 6,05 г/100 г, глутаминовая кислота 
с концентрацией от 0,41 до 3,27 г/100 г и серин в 
количестве от 1,59 до 4,29 г/100 г. 

Таблица 1. Химический состав биосубстанций из пантов марала

Table 1. Chemical composition of biosubstances from maral velvet antlers

Биосубстанции
Содержание, %

сухих веществ протеина минеральных веществ жира

Концентрат  
из кожи панта 92,45±0,40 74,41±0,37 5,72±0,06 1,76±0,02

Концентрат  
из основы панта 96,07±0,42 73,68±0,41 8,78±0,08 0,60±0,01

Минеральная 
биосубстанция 92,23±0,51 8,53±0,05 84,17±0,95 0,30±0,01

Таблица 2. Аминокислотный состав биосубстанций из пантов марала

Table 2. Amino acid composition of biosubstances from maral velvet antlers

Показатель, г / 100 г Концентрат  
из кожи панта

Концентрат  
из основы панта

Минеральная 
биосубстанция

Аспарагиновая кислота 1,31±0,002 1,29±0,001 0,54±0,001
Аланин 3,08±0,003 3,26±0,002 0,90±0,003
Глутаминовая кислота 3,27±0,001 3,17±0,005 0,41±0,002
Пролин 6,05±0,002 5,30±0,003 1,10±0,003
Глицин 6,88±0,003 5,93±0,004 1,84±0,003
Серин 2,07±0,001 4,29±0,003 1,59±0,002
Цистин 0,47±0,001 0,46±0,001 0,10±0,001
Тирозин 3,90±0,003 2,15±0,002 0,58±0,002
Сумма заменимых аминокислот 27,03 25,85 7,06
Метионин 0,69±0,002 0,81±0,003 0,41±0,002
Фенилаланин 1,66±0,003 2,22±0,002 0,41±0,001
Лизин 0,52±0,002 0,68±0,001 0,16±0,002
Треонин 2,19±0,004 2,21±0,004 0,18±0,001
Триптофан 1,31±0,002 1,17±0,002 0,36±0,001
Валин 1,15±0,003 1,88±0,003 0,31±0,001
Лейцин 1,78±0,001 2,52±0,001 0,67±0,001
Изолейцин 2,61±0,003 3,52±0,004 0,60±0,002
Аргинин 0,77±0,002 0,65±0,002 0,31±0,003
Гистидин 1,19±0,001 2,15±0,003 0,45±0,001
Сумма незаменимых аминокислот 13,87 17,81 3,86
Общая сумма аминокислот 40,90 43,66 10,92
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Перечисленные аминокислоты имеют важное зна-
чение для организма человека: например, пролин (пирро-
лидин-α-карбоновая кислота) способствует заживлению 
ран, укрепляет сухожилия, связки и суставы, увеличивает 
физическую работоспособность, укрепляет сердечную 
мышцу; глутаминовая кислота играет активную роль 
в обмене белка и в удалении из организма продуктов 
распада и является единственной аминокислотой, 
поддерживающей дыхание клеток головного мозга, 
поэтому глутаминовую аминокислоту и стволовые 
клетки применяют при лечении некоторых нервных и 
психических заболеваний [12]; серин, в свою очередь, 
является предшественником таких физиологически 
важных веществ, как этаноламин, триптофан, холин, 
играет важную роль в проявлении каталитической актив-
ности многих расщепляющих белки ферментов [13].

Среди незаменимых аминокислот в составе био-
субстанций из пантов марала выявлены такие амино-
кислоты, как метионин, фенилаланин, лизин, треонин, 
валин, триптофан, лейцин, изолейцин, а также аргинин 
и гистидин (условно незаменимые аминокислоты). 
Превалирующими среди незаменимых аминокислот 
являлись изолейцин, присутствующий в количестве от 
0,60 до 3,52 г/100 г, и фенилаланин, содержащийся 
в количестве от 0,41 до 2,22 г/100 г. Фенилаланин 
регулирует функцию щитовидной железы и надпочеч-
ников. Из него образуется гормон тироксин, а также 
аминокислота тирозин, из которой, в свою очередь, 
образуется адреналин.

Лизин является одной из наиболее важных неза-
менимых аминокислот ввиду высокой потребности 
организма и незначительного ее содержания в широко 
распространенных продуктах. Недостаток лизина в 
питании приводит к уменьшению числа эритроцитов и 
снижению гемоглобина, возникновению дистрофических 
изменений в мышцах, в печени и в легких, нарушению 
кальцификации костей. 

В концентрате из пантов аминокислота лизин при-
сутствовала в количестве 0,68 г/100 г, а в минеральной 
субстанции в следовых количествах – 0,16 г/100 г.

Определен коэффициент отношения суммы незаме-
нимых аминокислот к заменимым, который составил 
для концентрата из кожи панта 0,51, для концентрата из 
основы панта 0,68, для минеральной биосубстанции 0,54. 

Таким образом, согласно данным аминокислотного 

состава, наиболее полноценным является концентрат 
из основы панта марала. 

Проведено исследование минерального состава 
биосубстанций из пантов марала. Полученные данные 
представлены в табл. 3.

Судя по результатам табл. 3, минеральная субстанция 
состояла в основном из фосфора, концентрация которого 
составила 136000 мг/кг, что в 17 раз больше, чем в 
концентрате из основы панта, и в 25,6 раза больше, чем 
в концентрате из кожи панта. Отмечено доминирование 
минеральной биосубстанции и по содержанию кальция, 
так его уровень составил 5140 мг/кг. В концентрате 
из кожи панта содержалось 1923 мг/кг, что в 2,7 раза 
меньше в сравнении с минеральной субстанцией. Мини-
мальное количество кальция отмечено в концентрате 
из основы панта, его значение составило 572,5 мг/кг. 
Такое значительное количество кальция в минеральной 
биосубстанции панта обусловлено технологическим 
процессом извлечения органических веществ в кон-
центрат из основы панта, соответственно, минеральная 
биосубстанция представлена костно-хрящевой тканью.

Кроме того, минеральная биосубстанция отличалась 
высоким содержанием натрия. Уровень натрия был 
в 9 раз выше, чем в концентрате из кожи панта, и в 
358,2 раза выше, чем в концентрате из основы панта.

Из числа микроэлементов в наибольшем количестве 
содержалось железо, при этом максимальный его уровень 
1485 мг/кг отмечен в минеральной биосубстанции, 
остальные биосубстанции в своем составе содержали 
железо в следовых количествах.

Таким образом, по составу макро- и микроэле-
ментов наиболее полноценной является минеральная 
биосубстанция, которая при определенном соотно-
шении способна обеспечить организм кальцием, фос-
фором, магнием и железом. Костно-минеральную суб-
станцию можно рекомендовать в качестве источника 
фосфора.

На следующем этапе исследований проведено изу-
чение витаминного состава биосубстанций из пантов 
марала. Полученные данные представлены в табл. 4. 

Как видно из табл. 4, определение витаминов в 
биосубстанциях в основном не показало каких-либо 
значимых результатов. В концентратах из кожи и основы 
панта марала обнаружены витамины В1, В2, В6. При 
этом содержание В1, В6 было выше в субстанции из 

Таблица 3. Минеральный состав биосубстанций из пантов марала

Table 3. Mineral composition of biosubstances from maral velvet antlers

Показатель, мг/кг Концентрат из кожи панта Концентрат из основы панта Минеральная биосубстанция
Калий 779,1±7,71 5,26±0,52 12,1±0,32
Натрий 3281,0±12,62 81,6±2±3,24 29230,0±32,6
Кальций 1923,0±10,35 572,5±9,21 5140,0±10,3
Магний 636,5±5,73 45,54±2,12 1673,0±3,25
Железо 24,91±1,10 1,01±0,003 1485,0±3,04
Марганец 1,08±0,03 0,55±0,001 2,28±0,02
Медь 246,2±2,13 <0,01 202,3±2,34
Цинк 15,32±1,12 <0,01 27,65±1,37
Хром 1,11±0,01 <0,01 14,03±2,41
Йод 0,54±0,002 0,51±0,002 0,13±0,001
Селен 0,19±0,001 0,26±0,001 0,07±0,001
Фосфор 5300,0±22,63 7650,0±20,36 136000,0±25,63
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основы и кожи панта в 2,5–4,7 раза соответственно. 
В минеральных субстанциях витамины были вне зоны 
определения ГОСТ 15113.8-774.

На следующем этапе исследования проведено изу-
чение жирнокислотного состава биосубстанций из пантов 
марала. Полученные данные представлены в табл. 5.

Известно, что в качестве показателя функцио-
нального назначения пищевых продуктов жир пищи 
выполняет две функции: неспецифическую как 
источник энергии и специфическую как источник 
эссенциальных жирных кислот, жирорастворимых 
витаминов, материал для биосинтеза и построения 
жировых тканей организма [14]. Соотношение жирных 
кислот является одним из показателей биологической 

Таблица 4. Витаминный состав биосубстанций  
из пантов марала

Table 4. Vitamin composition of biosubstances  
from maral velvet antlers

Витамины
Концентрат 

из кожи 
панта

Концентрат 
из основы 

панта
В1, мг / 100 г 0,015 0,038
В2, мг / 100 г 0,075 0,082
В6, мг / 100 г 0,022 0,105
А, мг/кг – –
Е, мг/кг – –
Никотиновая кислота, мг/кг – –

Таблица 5. Жирнокислотный состав биосубстанций из пантов марала

Table 5. Fatty acid composition of biosubstances from maral velvet antlers

Наименование жирной кислоты Индекс жирной кислоты Концентрат из кожи панта Концентрат из основы панта
Капроновая 6:0 – 0,09
Каприловая 8:0 – 0,05
Каприновая 10:0 – 0,04
Лауриновая 12:0 0,41 0,09
Миристиновая 14:0 2,16 1,85
Изо-пентадекановая 15:0i 0,25 0,34
Антеизо-пентадекановая 15:0ai 2,07 1,15
Пентодекановая 15:0 1,79 1,23
Пентадеценовая 15:1 0,67 0,53
Пальмитиновая 16:0 19,81 24,67
Гексадеценовая 16:1 1,08 1,07
Пальмитолеиновая 16:1 9-цис 2,35 1,94
Маргариновая 17:0 1,40 0,78
Гептадеценовая 17:1 1,09 0,40
Стеариновая 18:0 13,69 17,83
Элаидиновая 18:1 9-транс 1,16 1,51
Олеиновая 18:1 9-цис 17,93 19,17
Вакценовая 18:1 11-транс 3,58 3,74
Октадеценовая 18:1 11-цис – 0,23
Изо-октадекадиеновая 1,76 1,17
Транс, цис-линолевая 18:2 9-транс, 12-цис 0,72 0,36
Линолевая 18:2 9,14 7,59
γ-линоленовая 18:3 ω-6 0,25 0,11
α-линоленовая 18:3 ω-3 0,81 0,48
Арахиновая 20:0 0,93 0,65
Гондоиновая 20:1 4,49 2,42
Эйкозадиеновая 20:2 – 0,34
Эйкозатриеновая n6 20:3 8,11,14-цис 0,71 0,44
Арахидоновая 20:4 n6 4,84 5,59
Эйкозапентаеновая 20:5 0,87 0,50
Бегеновая 22:0 0,77 0,60
Эруковая 22:1 1,07 0,49
Докозадиеновая 22:2 – –
Докозатетраеновая 22:4 1,09 0,08
Докозапентаеновая 22:5 2,44 1,73
Докозагексаеновая 22:6 0,22 0,14
Лигноцериновая 24:0 0,32 0,29
Нервоновая 24:1 0,10 0,29
Массовая доля насыщенных жиров 56,21 49,59
Массовая доля ненасыщенных жирных кислот 6,74 47,55
Массовая доля полиненасыщенных жирных кислот 15,32 17,00
Массовая доля омега-3 32,49 3,29
Массовая доля омега-6 56,21 13,71
Массовая доля мононенасыщенных жирных кислот 6,74 30,55
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и, соответственно, пищевой ценности жиров, а поли-
ненасыщенные жирные кислоты служат индикатором 
липидного обмена. Наличие жирных кислот в пантовых 
продуктах обеспечивает в числе прочего иммуномо-
дулирующий эффект [15].

Установлена достаточно высокая биологическая 
ценность жирнокислотного состава пантов марала (см. 
табл. 5). В биосубстанциях идентифицировано 38 жирных 
кислот. Наличие в составе жира пантов эссенциальных 
жирных кислот – линолевой и линоленовой – свиде-
тельствует о биологической эффективности липидов.

Важнейшим показателем нутриентной адекватности 
как сырья, так и готовой продукции является жирно-
кислотная сбалансированность их липидной фракции.

В зависимости от вида биосубстанции отмечены 
различия в соотношении насыщенных жиров к нена-
сыщенным. Так, в концентрате из основы панта насы-
щенные и ненасыщенные жирные кислоты находились 
практически в равном соотношении, при этом среди 
ненасыщенных жиров преобладали мононенасыщенные 
жирные кислоты, составляя 30,55% от массы жиров 
соответственно. Коэффициент соотношения ненасы-
щенных жирных кислот к насыщенным составил 0,96. По 
этому показателю концентрат из основы панта наиболее 
приближен к «идеальному липиду» (в «идеальном липиде» 
данный коэффициент составляет от 0,6 до 0,9) [16].

В концентрате из кожи панта доля ненасыщенных 
жирных кислот составила 6,74%, из них на полине-
насыщенные приходилось 15,32, на мононенасы-
щенные – 6,74%. В преобладающем количестве 
отмечены жирные кислоты омега-6. Массовая доля 
насыщенных жиров в биосубстанции из крови и лимфы 
составила 56,21%. Коэффициент отношения нена-
сыщенных жирных кислот к насыщенным равнялся 
0,12. В минеральной субстанции жирные кислоты 
отсутствовали.

Таким образом, по результатам оценки жирно-
кислотного состава биосубстанций из пантов марала 
можно заключить, что при схожем качественном составе 
жирных кислот субстанции значительно отличались по 
процентному соотношению насыщенных и ненасыщенных 
жиров. При этом концентрат из основы панта по соот-
ношению компонентов был ближе к оптимальному.

На следующем этапе исследования проведено 
определение молекулярно-массового распределения 
пептидных фракций в составе биосубстанций из пантов 
марала. 

Согласно мнению ряда авторов, пептиды обладают 
большей потенциальной ценностью и биологической 
активностью по сравнению с высокомолекулярными 
белками, могут влиять на комплекс кишечных сое-
динений, иммунные реакции слизистых оболочек, 
воспаление и/или микробиоту кишечника [17].

Биоактивные пептиды, полученные из пищевых про-
дуктов, имеют широкое применение, например, в специ-
альной диете для людей с фенилкетонурией, пищевой 
аллергией и хронической печеночной недостаточностью 
[18], спортивном питании, гериатрическом питании, функ-
циональных продуктах питания и нутрицевтиках [19].

Согласно литературным данным, важной характе-
ристикой пептидов является их молекулярная масса 
и аминокислотный состав. Было высказано предпо-
ложение, что антиоксидантные свойства пептидов 

связаны с их размером и аминокислотным составом. 
Указанные свойства подтверждены работой авторов [20]. 
Существует мнение, что наиболее мощную активность 
проявляют пептидные фракции с размером молекулы 
менее 3 кДа. Согласно данным литературы, биоло-
гически активные пептиды обычно состоят из менее 
чем 20 аминокислотных остатков. Соответственно, 
биологически активные пептиды в основном имеют 
молекулярную массу менее 10 кДа [17].

По утверждению О.В. Королевой, от степени 
гидролиза зависит область целевого использования 
белкового гидролизованного продукта [21]. 

Т. Бич-Ларсен указывает на целесообразность 
использования гидролизатов, содержащих 15–20% 
свободных аминокислот, ди-, три- и олигопептиды 
с молекулярной массой до 3000 Да, в спортивном 
питании и медицине (для энтерального зондового 
питания) [22]. По мнению Х. Коронен, при снижении 
молекулярного веса пептидов ниже 2500–3000 Да 
достигается гипоаллергенность продукта [23]. 

В ходе нашего исследования определены различия 
в молекулярно-массовом распределении пептидных 
фракций в зависимости от вида биосубстанции (табл. 6).

Как видно из табл. 6, в концентрате из основы панта 
марала отмечено минимальное количество высоко-
молекулярной фракции пептидов – более 232 кДа, 
составляющее 0,9%. Основное количество пептидов 
находилось в среднем диапазоне молекулярных 
масс 22,7–11,7 кДа, но при этом отмечено высокое 
процентное содержание низкомолекулярных легко-
усвояемых пептидов с массой 6,4–2,9 кДа и менее 
2,9 кДа – по 18,5%, соответственно.

Таблица 6. Молекулярно-массовое распределение 
пептидных фракций в составе биосубстанций из пантов 
марала

Table 6. Molecular-weight distribution of peptide fractions  
in the composition of biosubstances from maral velvet antlers

Наименование 
биосубстанции

Диапазон  
молекулярных 

масс, кД

Процент содержания 
фракции по оптической 
плотности при 280 нм

Концентрат  
из кожи панта

>232 9,0
232–56,5 9,9
56,5–22,5 7,8
22,5–11,7 7,9
11,7–6,4 10,6
6,4–2,9 20,9

<2,9 33,8

Концентрат  
из основы 
панта

>232 0,9
232–56,5 6,7
56,5–22,5 15,7
22,5–11,7 27,5
11,7–6,4 12,2
6,4–2,9 18,5

<2,9 18,5

Минеральная 
биосубстанция

>232 –
232–56,5 –
56,5–22,5 –
22,5–11,7 –
11,7–6,4 –
6,4–2,9 –

<2,9 –
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Концентрат из кожи панта характеризовался содер-
жанием пептидов низких молекулярных масс 6,4–2,9 
и менее 2,9 кДа – на долю этих низкомолекулярных 
фракций приходится 54,7%. Минеральная субстанция 
не содержит пептидов.

Таким образом, согласно проведенному исследованию, 
степень гидролиза была выше в концентрате из кожи 
панта марала, о чем свидетельствует наличие большего 
количества пептидов низкой молекулярной массы. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Применяемые биотехнологические способы 

гидролиза пантового сырья позволили получить два 
вида биосубстанций – протеиновую и минеральную. 
Технология переработки кожи и основы панта эффек-
тивна по степени извлечения аминокислот и низкомо-

лекулярных пептидов и позволяет получить фракции с 
молекулярной массой в концентратах менее 6,5 кДа 
в количестве 54,7% от массы. Концентраты из кожи и 
основы панта характеризуются пептидами с амино-
кислотным составом, представленным незаменимыми 
и ценными заменимыми аминокислотами с высокой 
биологической активностью (аспарагиновая и глутами-
новая кислоты, глицин, аланин, лизин, валин). Биосуб-
станции рекомендуются для дальнейшего применения 
в составе продуктов с обогащением по белку.

Минеральная биосубстанция представлена макро- 
и микроэлементами, максимальным по содержанию 
из которых является фосфор, ввиду чего данную био-
субстанцию можно применять в качестве источника 
этого элемента при разработке рецептуры пищевых 
продуктов.
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Abstract. The purpose of the study was to investigate the effect of light treatment on the synthesis of endomelanins 
from the mycelium of Inocutis dryophila in a liquid culture medium. To identify the effect of light on the synthesis 
of melanins, the mycelium of Inocutis dryophila was cultivated in a liquid medium in the dark and using blue light 
treatment. As a result, two types of melanins IDM-1 and IDM-2 were obtained. It has been established that the light 
factor influences the quantitative release of melanins from the mycelium of Inocutis dryophila into the culture liquid. 
The use of blue light resulted in lower melanin content in the culture fluid than in the dark. Ultraviolet and infrared 
spectrometry showed that both types of melanins have typical spectra and graphs for fungal melanins. Infrared 
spectrometry showed that treatment of mycelium with blue light led to deformation of IDM-1. It was revealed that 
IDM-2 melanins exhibit greater antiradical activity than IDM-1 melanins. Thus, light treatment of Inocutis dryophila 
mycelium in a liquid medium affects the quantitative release of melanins into the culture liquid, promotes a change 
in the structure, as well as manifestation of a biological effect.
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Acknowledgment. For the study, the equipment of the Center for Collective Use “Bioanalitika” of the Siberian Institute 
of Plant Physiology and Biochemistry of the Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences (Irkutsk) was used.

Funding. Ministry of Science and Higher Education of the Russian Federation supported this study within the framework 
of the state task for Siberian Institute of Plant Physiology and Biochemistry SB RAS (Project State Registration 
nо. 122041100049-0).

For citation: Gornostai T.G. Physico-chemical characteristics of melanins culture medium Inocutis dryophila (Berk) 
Flasson & Niemela. Proceedings of Universities. Applied Chemistry and Biotechnology. 2024;14(3):416-420. (In Russian). 
DOI: 10.21285/achb.930. EDN: ONJTWU.

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ
УДК 582.284

Физико-химическая характеристика меланинов 
культуральной среды Inocutis dryophila (Berk) Flasson & Niemela

Т.Г. Горностай

Сибирский институт физиологии и биохимии растений СО РАН, Иркутск, Российская Федерация

Аннотация. Целью настоящего исследования явилось изучение влияния световой обработки на синтез эндоме-
ланинов мицелия Inocutis dryophila в жидкую культуральную среду. Для выявления действия света на синтез 
меланинов проводили культивирование мицелия Inocutis dryophila на жидкой среде в темноте и с применением 
обработки синими светодиодами. В результате были получены два вида меланинов IDM-1 и IDM-2. Установлено, 
что световой фактор оказывает влияние на количественный выход меланинов из мицелия Inocutis dryophila 
в культуральную жидкость. Применение синего света приводило к меньшему содержанию меланина в культу-
ральной жидкости по сравнению с количеством меланина, полученного в темноте. Методом ультрафиолетовой 
и инфракрасной спектрометрии выявлено, что оба вида меланинов имеют типичные спектры и графики для 
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грибных меланинов. В ходе инфракрасной спектрометрии было обнаружено, что обработка мицелия синим 
светом приводила к деформации молекул меланинов IDM-1. Установлено, что меланины IDM-2 проявляли большую 
антирадикальную активность, чем меланины IDM-1. Таким образом, при глубинном культивировании световая 
обработка мицелия Inocutis dryophila оказывает влияние на количественный выход меланинов в культуральную 
жидкость, вносит вклад в изменение структуры, а также проявление биологического эффекта.

Ключевые слова: Inocutis dryophila, культуральная жидкость, меланины, синий свет, ультрафиолетовая и инфра-
красная спектрометрия
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INTRODUCTION
Melanins are biopolymers, widespread in nature, 

having diverse origins, structures and functions, and 
are currently actively used and introduced into various 
areas of industry [1, 2]. Considering the complexity of 
the melanins structure of, currently the number of fungi 
used to obtain melanins remains small, so the search and 
characterization of new species of fungi as a potential 
source of melanins is an urgent task. Basidial fungi have 
already proven themselves as a source of highly active 
melanins [3, 4]. The most extensively studied genera 
include the melanins of Inonotus obliquus [5–7], revealing a 
wide range of activities [7–9]. The genus Inocutis is a closely 
related taxon to Inonotus [10], whose representatives 
have been little studied, but they may probably be no 
less promising objects for obtaining biologically active 
substances. We previously discovered that Inocutis 
dryophila is characterized by a high rate of mycelial 
growth on solid and liquid media. This study examines 
the possibility of obtaining fungal melanins from the 
culture liquid of the basidiomycete fungus I. dryophila 
using lighting.

EXPERIMENTAL
We used a pure culture of the basidiomycete fungus 

Inocutis dryophila (Berk) Flasson & Niemela strain 1422. 
Mycelium cultivation was carried out in 250 ml flasks 
containing 160 ml of wort-agarized liquid medium of the 
following composition: water 120 ml, unhopped light 
wort 40 ml, sucrose 1,6 g, glucose 1,6 g. The duration 
of cultivation was 30 days at a temperature of 25 °C, on 
a shaker at 140 rpm, under continuous illumination with 
blue LEDs with a luminous flux intensity of 12,8 W/m2,  
and in the dark. Afterwards, filtration was carried out 
using a vacuum pump to separate the mycelium from the 
culture medium, followed by the isolation of melanin from 
the culture medium, as described in the method [11] and 
obtaining two types of melanins: IDM-1 – melanin from 
the culture liquid of I. dryophila, obtained on blue light and 
IDM-2 – melanin from the culture liquid of I. dryophila, 
obtained in the dark.

Samples for IR spectroscopy were dissolved in the 
10% NH₃ solution, the solution was applied to thallium-
bromine-iodine glass plates (KRS-5) and dried in vacuum. 

IR spectra were recorded on a Spectrum 100 IR-Fourier 
spectrometer (Perkin-Elmer, USA) in film in the range of 
4000–450 cm-1.

Antiradical activity was determined with ABTS radical 
according to the method [12].

The experiment was carried out in three biological 
replicates. Data were expressed as the mean and their 
standard deviation. The results were processed using 
Microsoft Excel. Differences between experimental data 
were considered statistically significant at p ≤ 0.05.

RESULTS AND DISCUSSION
As a result of isolating mycelium from the culture 

medium, melanin IDM-1 and IDM-2 were obtained, which 
is an amorphous substance of dark brown color, insoluble 
in water, acids and organic solvents, but highly soluble in 
aqueous solutions of alkalis.

It was shown that the light factor affects the yield of 
melanin in the culture liquid of I. dryophila, so the use of 
blue light led to a decrease in melanin content compared 
to darkness during mycelium cultivation, the yield of 
IDM-1 and IDM-2 was 1,443 and 1,663 g/l, respectively. 
Regulation of melanin synthesis was previously shown for 
I. obliquus; however, the opposite pattern in its accumulation 
is observed [13].

The UV spectrum of melanins alkaline solutions is 
typical for representatives of this class of compounds; it 
lacked absorption bands in the visible wavelength range 
with a characteristic linear dependence of the optical 
density logarithm on wavelength (Fig. 1).

Regression analysis showed that in the equations of this 
dependence (log D = aλ + b) the values of the coefficient 
of determination r2 were in the range of 0,9706–0,9759, 
and the values of the regression analysis were – 0,0039 
to -0,0042, this is consistent with previously published 
data on fungal melanins [14]. The chromatic coefficients 
E465/E665 of melanins were 6,24 and 6,59, indicating 
the presence of aliphatic and O-containing functional 
groups.

During the analysis of IR spectrometry, it was found 
that the graphs typical for fungal melanins are in the 
wavelength ranges from 3600 to 3000 cm-1, from 1650 
to 1600 cm-1 and from 1500 to 1400 cm-1 [15, 16] 
(Fig. 2).
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Fig. 2. IR spectrum of Inocutis dryophila melanins IDM-1 
(blue light) and IDM-2 (dark light)

Рис. 2. ИК-спектр меланинов Inocutis dryophila IDM-1 
(синий свет) и IDM-2 (темнота)

Broad bands are in the region of 3000–3300 cm-1, 
due to stretching vibrations of OH bound to NH [17]. The 
existence of aliphatic fragments (C=H–, CH2–, CH3–) was 
confirmed by bands in the region of 2913–2020 cm-1 and 
1439–1448 cm-1 [6]. Strong bands at 1663–1656 cm-1 
are corresponding to the stretching vibrations of C=O 
and NH groups of secondary amides. Vibrations of the 
aromatic regions of the carboxyl function C=C and C=O 
are usually associated with a strong, characteristic 
absorption band between 1650 and 1600 cm-1 [18]. 
The bands in the 1600 cm-1 region are associated with 
vibrations on the CH=CH bond plane [19]. The peak of 

NH vibration and the peak of stretching vibration of CN– are 
at 1582–1586 cm-1 and 1400 cm-1, which indicates the 
melanin structure typical of indole [20]. The presence 
of vibrations of the OH– group (tertiary alcohols) in the 
region of 1402–1310 cm-1 was also characteristic. The 
bands in the spectral region 1070–1047 cm-1 belong to 
hydroxyl, alcohol and phenol groups, respectively [19]. 
There are vibrations at 750–650 cm-1 OH of the bound 
group, CS at 700–600 cm-1, O-NO at 600 cm-1 [20]. 
IR spectrometry showed that irradiation with blue light 
leads to deformation of IDM-1 melanin molecules. During 
the analysis of the antiradical activity of the obtained 
melanins using 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-
sulfonic acid (ABTS+ method) it was revealed that the light 
factor influences the degree of manifestation of this type 
of activity. Melanins content of I. dryophila obtained in 
the dark is higher. It was established that the activity of 
IDM-2 was IC50 = 1,21 μg/ml, IDM-1 IC50 = 1,51 μg/ml,  
both values are higher than those indicated in the literature 
for I. obliquus melanins, obtained by the same method [6]. 
All data indicated for I. dryophila are presented for the 
first time.

CONCLUSION
Thus, the production of melanins from the culture 

liquid of I. dryophila is a promising source of highly active 
melanin, and it has been shown that cultivation in the dark 
has greater yield and activity, which is undoubtedly a big 
advantage for economically beneficial mass production 
of melanin.
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Нативная организация альтернативных  
НАД(Ф)Н-дегидрогеназ NDA и NDB в митохондриях  

этиолированных проростков гороха

И.В. Уколова , М.А. Кондакова, Г.Б. Боровский 

Сибирский институт физиологии и биохимии растений СО РАН, Иркутск, Российская Федерация

Аннотация. Многочисленные биохимические и структурные исследования нативной организации системы 
окислительного фосфорилирования в митохондриях различных эукариотических организмов убедительно 
показали, что дыхательные комплексы могут ассоциировать друг с другом с образованием структур более 
высокого порядка, называемых суперкомплексами. Растительные митохондрии отличаются более сложной 
организацией дыхательной цепи в связи с присутствием целого ряда альтернативных оксидоредуктаз. Считается, 
что эти ферменты физически не взаимодействуют с ферментами цитохромного пути. Однако имеющиеся 
литературные данные, полученные на митохондриях дрожжей, указывают на возможность такой ассоциации. 
В связи с этим целью исследования явилось изучение нативной организации альтернативных НАД(Ф)Н-деги-
дрогеназ NDA и NDB в растительных митохондриях. В работе использовали 6-суточные этиолированные 
проростки гороха. При помощи комбинированного использования методов 2D BN/SDS-PAGE и иммунохимии 
обнаружено, что в органеллах гороха основная часть популяций альтернативных НАД(Ф)Н-дегидрогеназ NDA 
и NDB входит в состав надструктур с массами 700, 780 и 900 кДа. Дополнительно NDA детектируется в 
области 1480 и 1600 кДа, а NDB – 1330, 340 и 100–120 кДа. Анализ субъединичных профилей выявленных 
ассоциаций и колориметрическая детекция АТФ-азной активности в 1D BN-геле позволяют предположить, 
что мажорная часть популяций NDA и NDB, идентифицированных при помощи имеющихся антител, связана 
с АТФ-синтазой и находится в виде гетерогенной популяции АТФ-синтасом с предполагаемым составом  
NDA2/NDB2Va/b1-2. Остальная часть ферментов, по-видимому, входит в состав суперкомплексов NDA2/NDB2III2IV 
и NDA2IV1Va2. Физиологическое значение ассоциации альтернативных НАД(Ф)Н-дегидрогеназ с АТФ-синтазой 
требует дальнейшего изучения.

Ключевые слова: митохондрии, система окислительного фосфорилирования, альтернативные НАД(Ф)Н-деги-
дрогеназы, Pisum sativum, суперкомплексы
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Native organization of alternative NAD(P)H-dehydrogenases  
NDA and NDB in mitochondria of etiolated pea sprouts

Irina V. Ukolova , Marina A. Kondakova, Gennadii B. Borovskii

Siberian Institute of Plant Physiology and Biochemistry SB RAS, Irkutsk, Russian Federation

Abstract. Numerous biochemical and structural studies into the native organization of oxidative phosphorylation in the 
mitochondria of various eukaryotic organisms have convincingly shown that respiratory complexes can associate with 
one another to form higher-order structures referred to as supercomplexes. Plant mitochondria are distinguished by a 
more complicated organization of the respiratory chain due to the presence of a number of alternative oxidoreductases. 
It is considered that these enzymes do not physically interact with those of the cytochrome pathway. However, the 
available literature data obtained on yeast mitochondria suggests the possibility of such an association. In this 
regard, we aimed to study the native organization of alternative NAD(P)H-dehydrogenases NDA and NDB in plant 
mitochondria. The work was performed on six-day etiolated pea seedlings. The 2D BN/SDS-PAGE in combination 
with immunochemistry found that, in pea organelles, the main part of the populations of NDA and NDB alternative 
NAD(P)H dehydrogenases were included in superstructures with masses of 700, 780, and 900 kDa. Additionally, 
NDA was detected in the region of 1480 and 1600 kDa, and NDB was registered at values of 1330, 340, and 
100–120 kDa. An analysis of subunit profiles of the observed associations and a colorimetric detection of ATPase activity  
in 1D BN-gel suggested that the major part of the NDA and NDB populations identified by the available antibodies 
was associated with ATP synthase and represented a heterogeneous population of ATP-synthasomes, assumably, 
with a NDA2/NDB2Va/b1-2 composition. The rest of the enzymes were likely to be part of the NDA2/NDB2III2IV and 
NDA2IV1Va2 supercomplexes. The physiological significance of the association of alternative NAD(P)H dehydrogenases 
with ATP synthase requires further study.

Keywords: mitochondria, oxidative phosphorylation system, alternative NAD(P)H dehydrogenases, Pisum sativum, 
supercomplexes
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ВВЕДЕНИЕ
Надмолекулярная организация системы окисли-

тельного фосфорилирования (системы ОКСФОС) мито-
хондрий активно изучается в различных эукариотических 
организмах, включая млекопитающих, грибы, растения 
и ряд протистов. В настоящее время выделены и струк-
турно охарактеризованы основные суперкомплексы 
ОКСФОС, типичные для большинства изученных так-
сонов, а именно: дыхательные суперкомплексы I1III2, 
III2IV1–2, I1-2III2IV1–2, а также димерная АТФ-синтаза [1–4]. 
Растительные митохондрии, благодаря присутствию мно-
гочисленных альтернативных оксидоредуктаз, отличаются 
более сложной и разветвленной системой дыхательной 
цепи по сравнению с органеллами млекопитающих [5]. 
Так, в митохондриях Arabidopsis thaliana обнаружено 
присутствие семи генов альтернативных НАД(Ф)Н-дегидро-
геназ, которые на основании филогенетического анализа 
объединяются в три подсемейства: NDA1-2, NDB1-4 и 
NDC1 [6, 7]. Гены NDA1-2 и NDC1 кодируют внутренние 
НАД(Ф)Н-дегидрогеназы NDA1-2 и NDC1, локализованные 

с внутренней стороны митохондриальной мембраны, а 
NDB1-4 – внешние ферменты NDB1-4, расположенные 
соответственно с наружной стороны мембраны. Альтерна-
тивная оксидаза также представлена набором изоформ, 
которые кодируются генами АОХ1-2 у двудольных и АОХ1 
у однодольных растений [8]. 

Считается, что альтернативные ферменты не входят 
в состав суперкомплексов [9]. В то же время в мито-
хондриях дрожжей была обнаружена надмолекулярная 
структура, включающая, помимо других ферментов, 
альтернативные НАД(Ф)Н-дегидрогеназы и комплексы 
II и III2 [10], а также были выявлены ассоциации этих 
альтернативных ферментов с суперкомплексом III2IV1-2 
[11, 12]. Кроме того, на основании данных комплексо-
много профилирования митохондриального протеома 
из листьев A. thaliana было предположено, что альтерна-
тивные ферменты сами могут формировать «альтерна-
тивные респирасомы», существующие отдельно от других 
ферментов дыхательной цепи [13]. При помощи методов  
2D BN/SDS-PAGE, иммунохимии, а также энзимографии 
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1D BN-гелей на примере митохондрий проростков гороха 
мы впервые показали, что в растительных органеллах 
альтернативные НАД(Ф)Н-дегидрогеназы NDA и NDB 
могут ассоциировать с ферментами ОКСФОС с обра-
зованием АТФ-синтасом с предполагаемым составом  
NDA2/NDB2Va/b1-2, респирасом NDA2/NDB2III2IV и 
минорного суперкомплекса NDA2IV1Va2. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В работе использовали этиолированные 6-суточные 

проростки гороха (Pisum sativum L., сорт Аксайский 
усатый 55), выращенные в темноте на влажной филь-
тровальной бумаге при температуре 20 °С. Выделение 
и очистку митохондрий из этиолированных побегов про-
водили согласно ранее опубликованной методике [14]. 
Митохондриальные комплексы и суперкомплексы солю-
билизировали при помощи дигитонина в соотношении 
детергента и белка 5:1 [14]. Изучение состава и субъе-
диничных профилей солюбилизированных белков и их 
ассоциаций проводили при помощи методов 1D BN-PAGE 
и 2D BN/SDS-PAGE соответственно [15, 16]. Комплекс V 
в 1D BN-гелях визуализировали по АТФ-азной активности 
согласно методике [17]. Иммунохимическую детекцию 
альтернативных НАД(Ф)Н-дегидрогеназ NDA и NDB на 
иммуноблотах после 2D BN/SDS-PAGE осуществляли при 
помощи антител на NDA1 и NDB1 картофеля, которые 
были любезно предоставлены доктором А.Г. Расмус-

соном [18]. Учитывая рекомендации производителя и 
тот факт, что антитела на указанные белки в различных 
видах могут реагировать с разными изоформами, мы 
обозначили детектируемые ферменты как общие NDA и 
NDB неизвестного состава. Эксперименты выполнены 
в трех биологических повторностях. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Наши ранние исследования организации системы 

ОКСФОС в митохондриях побегов гороха показали, 
что система включает следующие структурные ком-
поненты: мегакомплекс (IIxIIIyIVz)n, респирасомы I1-2III2IV1-n, 
мажорный суперкомплекс I1III2, минорную ассоциацию 
IV1Va2, минорные количества суперкомплексов III2IV1-2, 
а также димерные и мономерные формы комплексов 
ОКСФОС [14, 19] (см. рисунок a). Следует отметить, что 
суперкомплекс IV1Va2 и форма АТФ-синтазы Va1-2 были 
обнаружены впервые. Было показано, что вместо пред-
полагаемой ранее ассоциации I1III2IV1, включающей и 
внутреннюю НАД(Ф)Н-дегидрогеназу NDA [20], в соот-
ветствующей области комигрируют два отдельных супер-
комплекса: мажорный суперкомплекс I1III2 с расчетной 
массой 1630 кДа и непосредственно под ним минорный 
суперкомплекс IV1Va2 с видимой массой 1600 кДа [14]. 

Полученные данные отражают надмолекулярную 
архитектуру ферментов цитохромного пути дыхания 
в митохондриях гороха. Изучение нативной органи-

a                        b
Нативная организация внутренних и внешних НАД(Ф)Н-дегидрогеназ NDA и NDB в митохондриях этиолированных побегов 
гороха: а – репрезентативный 2D BN/SDS-гель, окрашенный раствором Кумасси (сверху расположена полоса 1D BN-геля 
и указаны компоненты основного цитохромного пути системы окислительного фосфорилирования гороха и их массы; слева 
даны массы белков-стандартов); b – фрагменты типичных иммуноблотов NDA и NDB белков, а также соответствующий 
фрагмент 2D BN/SDS-геля (сверху представлена полоса 1D BN-геля после детекции АТФ-азной активности с обозначенными 
суперкомплексами, содержащими NDA и NDB, и даны их массы; слева приведены массы мономеров NDA и NDB)
Native organization of the internal and external NAD(P)H dehydrogenases NDA and NDB in the mitochondria of etiolated pea 
shoots: a – representative Coomassie-stained 2D BN/SDS-gel (1D BN-gel strip and identities of the OXPHOS main cytochrome 
pathway’s components and their masses are given above, and protein standard masses to the left of the 2D gel);  
b – fragments of typical immunoblots for NDA and NDB proteins, along with the corresponding fragment of the 2D BN/SDS-gel  
(1D BN-gel strip after ATPase in-gel activity detection with corresponding NDA- and NDB-containing supercomplexes, and their 
masses are indicated above; masses of the NDA and NDB monomers are shown on the left)
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зации ферментов альтернативного пути при помощи  
метода 2D BN/SDS-PAGE в сочетании с иммунохими-
ческой детекцией альтернативных внутренних и внешних 
НАД(Ф)Н-дегидрогеназ NDA и NDB показало, что эти фер-
менты также могут находиться в ассоциации с другими 
комплексами ОКСФОС. Так, внутренние дегидрогеназы 
NDA, имеющие видимую массу мономеров 50 кДа, 
солюбилизируются дигитонином в виде высокомолеку-
лярных ассоциаций с массами 700, 780, 900, 1480 и 
1600 кДа (см. рисунок b). Анализ субъединичных про-
филей структур и надструктур на 2D BN/SDS-гелях с ука-
занными массами, а также колориметрическая детекция 
АТФ-азной активности в соответствующих областях на 1D 
BN-геле указывают на ассоциацию NDA с мономерами 
Va и Vb, димером Va2, а также суперкомплексами IV1Va2 
и, предположительно, III2IV. Основная часть популяции 
внешних НАД(Ф)Н-дегидрогеназ NDB, имеющих видимую 
массу мономеров 61 кДа, также детектируется в области 
700, 780, 900 кДа, что предполагает ее взаимодей-
ствие с двумя формами мономерной АТФ-синтазы, Va 
и Vb, а также суперкомплексом III2IV. Минорная часть 
популяции солюбилизируется в ассоциации с димером 
Vb2, имеющим массу 1330 кДа, следовые количества 
обнаружены в районе 340 и 100–120 кДа. Можно пред-
положить, что в области 340 кДа NDB может мигрировать 
в составе либо разрушившейся части мембранного 
домена Fo АТФ-синтазы, либо в составе другой пока 
неизвестной ассоциации. Следовые количества NDB в 
области 100–120 кДа могут соответствовать димерной 
форме или мономеру с оставшимися ассоциированными 
липидами мембраны. Наши данные по NDB частично 
согласуются с данными А.Г. Расмуссона и С.К. Агиус [21], 
полученными на митохондриях картофеля. Авторы также 
обнаружили часть популяции NDB этого вида в области 
700 кДа на иммуноблотах 2D BN/SDS-гелей и дополни-
тельно ряд иммунохимических NDB- и NDA-сигналов с 

меньшими молекулярными массами. Последний факт, 
скорее всего, связан с ультразвуковым разрушением 
органелл в ходе пробоподготовки, вследствие чего 
значительная часть надструктур могла подвергнуться 
диссоциации. Минорные количества NDA1 и NDA2 в 
районе 700 кДа были также обнаружены в результате 
комплексомного профилирования митохондриального 
протеома A. thaliana [13]. В этом же кластере детекти-
ровались и минорные количества АТФ-синтазы. Авторы 
предположили, что альтернативные ферменты могут 
взаимодействовать друг с другом, формируя высоко-
молекулярные «альтернативные респирасомы», однако 
не уточнили возможный состав этих структур. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Учитывая нативные массы иммунохимически детек-

тируемых ассоциаций NDA и NDB с АТФ-синтазой и 
тот факт, что альтернативные НАД(Ф)Н-дегидрогеназы 
присутствуют во внутренней мембране митохондрий в 
виде димеров [5, 22] с ожидаемыми молекулярными 
массами 100 и 120 кДа соответственно, можно пред-
положить, что на один фермент АТФ-синтазы с массой 
600 кДа приходится один димер одной из альтерна-
тивных НАД(Ф)Н-дегидрогеназ. Таким образом, мы 
предполагаем присутствие гетерогенных популяций 
АТФ-синтасом NDA2/NDB2Va/b в электрофоретических 
фракциях с массами 700 и 780 кДа. Присутствие других 
белков в АТФ-синтасомах, особенно в более высоко-
молекулярной, имеющей массу 780 кДа, не исклю-
чается. На иммуноблотах детектируются дополнительно 
АТФ-синтасомы с димерным комплексом V, имеющие 
предполагаемый состав NDB2Vb2 и NDA2Va2, а также 
минорные суперкомплексы NDA2IV1Va2 и NDA2/NDB2III2IV. 
Физиологическое значение ассоциации альтернативных 
внутренних и внешних НАД(Ф)Н-дегидрогеназ с АТФ-син-
тазой изучается.
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Синтез 1,3-пропанбис(дитиокарбамата) натрия  
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Аннотация. Разработка и выбор подходящего реагента для эффективной флотации имеет важное значение в 
процессе обогащения руд. Дитиокарбаматы представляют класс органических соединений, которые широко 
используются в качестве реагентов-собирателей при флотации руд. В работе проведен аналитический обзор 
по методам получения данного класса соединений.  Зафиксировано, что основным методом получения 
солей дитиокарбаматов является взаимодействие первичных или вторичных аминов с сероуглеродом (CS2) в 
присутствии гидроксида калия или натрия. Основной целью работы являлся синтез 1,3-пропанбис(дитиокар-
бамата) натрия и исследование его флотационных свойств при обогащении золотосодержащих сульфидных руд. 
Коллективом авторов был предложен простой и эффективный метод синтеза 1,3-пропанбис(дитиокарбамата) 
натрия, подтверждено его строение с использованием физико-химических методов (инфракрасная спектро-
скопия, спектроскопия ядерного магнитного резонанса 1H, 13С). В результате комплекса исследований было 
установлено, что совместное использование бутилового ксантогената калия и диалкилдитиофосфата натрия 
(БТФ-1552) с 1,3-пропанбис(дитиокарбаматом) натрия приводит к повышению эффективности извлечения 
целевого компонента до 81,63% и увеличению его содержания в концентрате до 7 г/т. Также было показано, 
что комбинация 1,3-пропанбис(дитиокарбамата) натрия с бутиловым ксантогенатом калия позволяет достичь 
эффективности извлечения 80,51% и содержания ценного компонента в концентрате до 6,5 г/т при низком 
содержании золота в хвостах флотации 0,07 г/т. Предложенный метод синтеза и результаты флотационных 
испытаний золотосодержащей руды представляют интерес для дальнейших исследований в области органи-
ческого синтеза и практического применения.

Ключевые слова: флотация, флотационные реагенты, дитиокарбаматы, синтез, золото
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Synthesis of sodium 1,3-propanebis(dithiocarbamate) 
and study of its flotation properties
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Abstract. Development and selection of a suitable reagent for efficient flotation is of great importance for ore beneficiation 
processes. Dithiocarbamates represent a class of organic compounds that are widely used as reagent-collectors in 
ore flotation. In this work, we conducted an analytical review of the methods currently used for obtaining this class of 
compounds and established the main method for obtaining dithiocarbamate salts to be the interaction of primary or 
secondary amines with carbon disulfide (CS2) in the presence of potassium or sodium hydroxide. The aim of the reviewed 
work was to synthesize sodium 1,3-propanebis(dithiocarbamate), as well as to study its flotation properties in the 
beneficiation of gold-bearing sulfide ores. A simple and effective method for sodium 1,3-propanebis(dithiocarbamate) 
synthesizing was proposed. Its structure was confirmed using physicochemical methods (infrared spectroscopy, 1H, 
13C nuclear magnetic resonance spectroscopy). A set of studies found that the combined use of potassium butyl 
xanthate and sodium dialkyl dithiophosphate (BTF-1552) with sodium 1,3-propanebis(dithiocarbamate) led an increase 
in the efficiency of extraction of the target component of up to 81.63%, as well as an increase in its content in the 
concentrate of up to 7 g/t. In addition, the combination of sodium 1,3-propanebis(dithiocarbamate) with potassium 
butyl xanthate was shown to enable an extraction efficiency of 80.51%, as well as a valuable component content 
in the concentrate of up to 6.5 g/t with a low gold content in flotation tailings of 0.07 g/t. The proposed synthesis 
method and the results of flotation tests of gold-bearing ores are of interest for further research in the field of organic 
synthesis and practical application.

Keywords: flotation, flotation reagents, dithiocarbamates, synthesis, gold

For citation: Sakhabutdinova T.Kh., Vchislo N.V., Verochkina E.A., Fedoseeva V.G., Burdonov A.E., Rozentsveig I.B. 
Synthesis of sodium 1,3-propanebis(dithiocarbamate) and study of its flotation properties. Proceedings of Universities. 
Applied Chemistry and Biotechnology. 2024;14(3):428-435. (In Russian). DOI: 10.21285/achb.934. EDN: RIHDQY.

ВВЕДЕНИЕ
Дитиокарбаматы представляют собой важный класс 

органических соединений и широко используются в 
промышленности и сельском хозяйстве, а также для 
получения лекарств и материалов [1–7]. Такие произ-
водные имеют обширный спектр биологической актив-
ности (рис. 1), например, противовирусную (SARS-CoV-2), 
противоопухолевую, противогрибковую активность и 
др. [8–15]. Фрагмент молекулы дитиокарбамата входит 
в состав известного лекарства Disulfiram (Antabuse), а 
также его метаболита Diethyldithiocarbamate, которые 
успешно применяют при лечении алкогольной зависи-
мости [16, 17]. Это делает дитиокарбаматы важными 
прекурсорами при разработке новых лекарственных 
препаратов и привлекает внимание химиков-органиков.

Основным методом получения солей дитиокар-
баматов является взаимодействие первичных или 
вторичных аминов с сероуглеродом (CS2) в присутствии 
гидроксида калия или натрия1. Известно, что сульф-

1 Schubart R. Dithiocarbamic acid and derivatives // Ullmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry. Wiley–VCH, 2000. 
DOI: 10.1002/14356007.a09_001.  

Рис. 1. Схема биологически активных соединений  
с фрагментом дитиокарбамата
Fig. 1. Scheme of biologically active compounds  
with a dithiocarbamate fragment
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гидрильные фрагменты в составе дитиокарбаматов 
способствуют флотационному обогащению полезных 
компонентов сульфидных минералов меди, включая 
ковеллит, халькопирит и халькоцит [18–20]. Разра-
ботка и выбор подходящих реагентов для обрабатыва-
емого материала играют жизненно важную роль для 
эффективной флотации. В связи с этим поиск новых 
эффективных флотореагентов является актуальной 
задачей прикладной органической и элементоорга-
нической химии.

Цель данного исследования состоит в осуществлении 
простого метода синтеза 1,3-пропанбис(дитиокарбамата) 
натрия и исследовании его флотационных свойств при 
обогащении золотосодержащей руды. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Инфракрасный (ИК) спектр записан на спектро-

метре Bruker IFS 25 (Bruker, Германия) в таблетке KBr. 
Спектры ядерного магнитного резонанса (ЯМР) 1H, 13С 
зарегистрированы на приборе Bruker DPX-400 (400 и 
100 МГц соответственно) в растворах ДМСО-d6, вну-
тренний стандарт ТМС. Элементный анализ выполнен на 
анализаторе Thermo Finnigan Flash series 1112 (Thermo 
Fisher Scientific, США). 1,3-Диаминопропан (1) и сероу-
глерод являются коммерчески доступными реагентами.

В исследованиях для проведения флотационных 
экспериментов использовали лабораторную флото-
машину ФМЛ-1 («Механобр-техника», Россия). Машина 
предназначена для изучения обогатимости различных 
руд методом пенной флотации с содержанием твердых 
веществ в пульпе до 40% по массе и крупностью 0,074 мм 
свыше 50% при рН от 2 до 12. Частота вращения 
импеллера во время экспериментов – 1500 об/мин.  
По предварительным исследованиям оптимальный 
объем камеры составляет 1 л.

Общая методика. К 1,3-диаминопропану (0,5 г, 
0,0068 моль) в ацетоне прибавляли одной порцией 
NaOH (0,544 г, 0,0136 моль) и раствор сероуглерода 
(1,034 г, 0,0136 моль) в ацетоне по каплям. После 
прибавления сероуглерода реакционную смесь пере-
мешивали при комнатной температуре 2 ч. Посте-
пенно целевой продукт выпадал в виде осадка, после 
фильтрования и сушки которого не требуется дополни-
тельная очистка. Выход 85%, т.пл. 320 °C. ИК-спектр 
(KBr), ν, см-1: 3435, 3230, 1497, 1295, 1136, 953. 
Спектр ЯМР 1H (DMSO-d6), δ, м.д.: 1,57 м (2Н, СН2), 
3,33 м (4Н, NCH2), 3,5 с (2H, NH). Спектр ЯМР 13С 
(DMSO-d6), δ, м.д.: 28,5 (CH2), 43,9 (2NCH2), 214,2 
(2C=S). Найдено, %: C – 22,19; H – 2,98; N – 10,40;  
S – 47,43. C5H8Na2N2S4. Вычислено, %: C – 22,22; H – 2,96;  
N – 10,37; S – 47,41.

Методика флотационных экспериментов. Подготов-
ленное рудное сырье (навески по 300 г) загружают 
в литровую камеру, после чего объем доводят водой 
до установленной отметки на камере флотомашины. 
Далее включают импеллер и проводят интенсивное 
перемешивание пульпы в течение 2 мин при частоте 
вращения около 1500 (25 Гц) об/мин. Флотацию про-
водили, следуя реагентному режиму, представленному 
в таблице. Время перемешивания реагентов-собира-
телей – 3 мин, вспенивателя – 1 мин. 

После добавления всех реагентов включается 
подача воздуха для образования устойчивой пены и 
запуска пеносъемника. Время флотации в каждом экс-
перименте установлено равным 10 мин. В результате 
получали 2 продукта – концентрат и хвосты. Продукты 
флотации высушивают, взвешивают, а затем направляют 
в аналитическую лабораторию для определения в них 
содержания золота. Определение концентрации ценного 
компонента (Au) проводят с помощью атомно-абсорб-
ционной спектроскопии.

Основные результаты проведенной работы были 
получены с использованием оборудования Байкаль-
ского аналитического центра коллективного пользо-
вания Иркутского института химии им. А. Е. Фаворского 
СО РАН (г. Иркутск, Россия).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В настоящей работе синтез 1,3-пропанбис(дитио-

карбамата) натрия (2) осуществляли в среде ацетона 
при комнатной температуре с выходом 85% (рис. 2). 
Ранее в литературе был получен 1,3-пропанбис(дити-
окарбамат) калия с выходом всего лишь 10% в воде 
за 15 ч [21]. Нами эта реакция проведена за 2 ч, что 
значительно ускорило процесс. 1,3-Пропанбис(дитио-
карбамат) натрия выделяется из реакционной смеси 
в виде бежевого кристаллического осадка, который 
после окончания реакции отфильтровывали, промывали 
ацетоном и высушивали.

Строение 1,3-пропанбис(дитиокарбамата) натрия 
доказано данными элементного анализа и методом 
ЯМР. Так, в спектрах ЯМР 13С (ДМСО-d6) наблюдается 
появление характерного сигнала углерода S-C=S в 
районе 214 м.д. Для сравнения, в исходном сероу-
глероде сигнал С=S имеет химический сдвиг 192 м.д. 

Продолжая исследовательские работы с целью 
построения новых поверхностно-активных веществ, 
полученное соединение 2 было испытано нами в лабо-
ратории флотации и флотационных реагентов как соби-
ратель при флотации золотосодержащей сульфидной 
руды (см. таблицу).

 
Рис. 2. Схема синтеза 1,3-пропанбис(дитиокарбамата) натрия (2)
Fig. 2. Synthesis of sodium 1,3-propanebis(dithiocarbamate) (2)
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Флотационные испытания с применением метили-
зобутиленкарбинола в качестве пенообразователя, 
собирателей бутилового ксантогената калия и диал-
килдитиофосфата натрия (БТФ-1552), а также синтезиро-
ванного нового реагента 2 проведены в лабораторных 
условиях на золотосодержащей руде с содержанием 
золота 0,33 г/т. Исходная навеска руды для каждого 
опыта составила 300 г. Процесс получения золотосо-
держащего концентрата включал приготовление рас-
творов всех реагентов, измельчение руды до крупности  
P80% – 0,074 мм и пенную флотацию.

В результате флотационных экспериментов уста-
новлено, что в базовом режиме с применением 
пенообразователя метилизобутиленкарбинола, смеси 
собирателей (бутилового ксантогената калия и диалкил-
дитиофосфата натрия БТФ-1552) извлечение золота в 
концентрат с содержанием 7,79 г/т составляет 80,14% 
(опыт 1). При замене одного из базовых собирателей 
на новый реагент 2 (опыты 2, 3) извлечение золота 
составляет 80,51 и 70,10% соответственно. Совместное 
использование стандартных собирателей с дитиокарба-
матом 2 увеличило показатель извлечения до 81,63% и 
повысило содержание ценного компонента в концентрате 
до 7 г/т (опыт 4). В описанных выше опытах следует 
обратить внимание на низкое содержание золота в 
хвостах флотации.

Использование дитиокарбамата 2 в качестве един-
ственного собирателя (опыт 5) снижает процент извле-
чения золота (14,47%) и его содержание в концентрате 
(2,13%), что делает данный режим менее эффективным 
в сравнении с описанными выше вариантами. Можно 

утверждать, что применение полученного соединения 
в качестве самостоятельного реагента-собирателя 
является экономически нецелесообразным.

Таким образом, наилучшие показатели обогащения 
достигнуты при совместном использовании реагента 2 
с бутиловым ксантогенатом калия и диалкилдитио-
фосфатом натрия (БТФ-1552) (опыт 4), а также при 
совместном использовании реагента 2 с бутиловым 
ксантогенатом калия (опыт 2). Эти данные показывают, 
что собирательная способность дитиокарбамата 2 
является эффективной. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, предложен простой и легкодоступный 

метод синтеза 1,3-пропанбис(дитиокарбамата) натрия, 
приведены доказательства строения с помощью физи-
ко-химических методов (ИК спектроскопия, спектро-
скопия ЯМР 1H, 13С), а также показаны результаты 
испытания 1,3-пропанбис(дитиокарбамата) натрия в 
качестве собирателя при флотации золотосодержащей 
руды. Получены хорошие результаты, способствующие 
повышению извлечения золота в коллективный кон-
центрат. 1,3-Пропанбис(дитиокарбамат) натрия и его 
аналоги представляют собой интересные объекты для 
дальнейшей работы в области органического синтеза 
и практического применения. Предполагается про-
ведение комплекса исследований по закреплению 
композиции собирателей на минеральной поверхности 
сульфидных минералов и установление механизма 
взаимодействия.
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