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Аннотация. Целью работы являлось изучение влияния предпосадочной инокуляции семенных клубней 
(оздоровленных гидропонных миниклубней и клубней репродукции суперэлита) эндофитной бактерией Bacillus 
subtilis 10-4 на урожайность и качество (фитонутриентный состав) клубней картофеля. В ходе проведенного 
исследования показано, что при способе инокуляции гидропонных миниклубней и суперэлиты количество 
клубней на 1 куст картофеля превышало контроль на 35%, урожайность – на 68,5 и 16,7% соответственно, 
также формировалось больше клубней товарного качества по сравнению с контролем как по количеству, 
так и по массе. Предобработка клубней эндофитом не оказала влияния на накопление крахмала в клубнях, 
выращенных из миниклубней и суперэлиты, однако снижала содержание редуцирующих сахаров на 57 и 11%, 
способствовала более интенсивному накоплению витамина С до 24 и 19%, а также суммы антоцианов до 64 
и 67%, соответственно по сравнению с контролем. Содержание азота в клубнях, выращенных из бакте-
ризованных миниклубней и суперэлиты, увеличилось на 15 и 9%, фосфора – на 42 и 15%, калия – на 10 
и 7%, меди – на 13 и 8%, железа – на 10 и 6% соответственно по сравнению с контролем без обработки. 
Таким образом, результаты исследования свидетельствуют о более эффективном повышении урожайности 
и существенном улучшении фитонутриентного состава клубней (особенно по содержанию фосфора, меди) 
при использовании для предпосевной инокуляции оздоровленных гидропонных миниклубней в сравнении 
с клубнями репродукции суперэлита.

Ключевые слова: эндофитные бактерии, картофель, аскорбиновая кислота, антоцианы, макро- микроэле-
менты, фосфор, медь
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Abstract. The study was aimed at examining how the preplant inoculation of seed tubers (healthy hydroponic 
minitubers and super elite reproductive tubers) with Bacillus subtilis 10-4 endophytic bacteria affects the yield 
and quality (phytonutrient composition) of potato tubers. It was shown that with the inoculation of hydroponic 
minitubers and super elite tubers, the number of tubers per one potato plant exceeded control by 35%; the yield 
exceeded control by 68.5 and 16.7%, respectively. In addition, more tubers of marketable quality were obtained 
in terms of both number and weight as compared to control. The pretreatment of tubers with endophyte had no 
effect on starch accumulation in the tubers grown from minitubers and super elite reproductive tubers while 
decreasing the content of reducing sugars by 57 and 11% and promoting a more intensive accumulation of 
vitamin C (up to 24 and 19%), as well as anthocyanins up to 64 and 67%, as compared to control. The nitrogen 
content of tubers grown from bacterized minitubers and super elite tubers increased by 15 and 9% as compared to 
untreated control; phosphorus content, by 42 and 15%; potassium content, by 10 and 7%; copper content, by 13 
and 8%; iron content, by 10 and 6%, respectively. The study results indicate that the use of healthy hydroponic 
minitubers for preplant inoculation provides a more effective yield increase and a significant improvement in the 
phytonutrient composition of tubers (especially in terms of phosphorus and copper content) as compared to super 
elite reproductive tubers.

Keywords: endophytic bacteria, potato, ascorbic acid, anthocyanins, macronutrients, micronutrients, phosphorus, 
copper
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ВВЕДЕНИЕ
Картофель (Solanum tuberosum L., семейство Пас-

леновые) является одной из основных и наиболее про-
изводимых продовольственных культур в мире (после 
кукурузы, пшеницы и риса)1. Клубни картофеля пред-
ставляют собой ценный источник углеводов, главным 
образом крахмала, а также высококачественного белка, 
макро- и микроэлементов и биологически активных 
веществ [1]. Как наиболее потребляемая культура в мире, 
картофель служит доступным источником витаминов 
C, B1, B3, B6, пантотеновой и фолиевой кислот, рибо-
флавина, минералов, таких как калий, магний, фосфор, 
железо, а также антиоксидантов (фенольные кислоты, 
антоцианы, каротиноиды и др.) в питании человека. Круп-
нейшими производителями картофеля в мире являются 
Китай, Индия и Россия [1]. Ожидается, что в течение 
следующих двух десятилетий население Земли будет 
расти в среднем примерно на 100 млн человек в год1.  

В связи с этим ключевой задачей считается обеспе-
чение продовольственной безопасности нынешнего 
и будущих поколений путем повышения урожайности 
и качества клубней картофеля при одновременном 
сохранении природных ресурсов1 [1].

Урожайность и качество клубней картофеля зависят 
от ряда факторов: сортовых характеристик, качества 
семенного материала, климатических условий и техно-
логии выращивания. Применение качественного поса-
дочного материала является основным условием высо-
кодоходного картофелеводства, обеспечивая 25–30%, 
а в неблагоприятных условиях 50% прироста урожая, и 
в значительной мере решает проблемы снижения его 
потерь [2]. Клональное микроразмножение растений 
in vitro и последующее их выращивание с использо-
ванием аэропонных или гидропонных систем позволяет 
получать семенные миниклубни, свободные от всех видов 
патогенов. Данные миниклубни затем высаживают на 

1 World food and agriculture – statistical yearbook 2022 // Openknowledge.fao.org. Режим доступа: https://www.fao.org/3/
cc2211en/cc2211en.pdf (дата обращения: 27.02.2025).
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поля для получения основных семян, однако, несмотря 
на стерильность и отсутствие болезней, они быстро 
заселяются различными почвенными микробами, 
в том числе фитопатогенами, то есть возбудителями 
болезней. Это может негативно сказаться на физио-
логии растений, урожайности и качестве клубней, а 
также на их сохранности после сбора урожая. Таким 
образом, классический метод производства семенных 
клубней недостаточен для удовлетворения потребностей 
производителей картофеля, поскольку он вынуждает 
их год за годом использовать зараженный и испор-
ченный семенной материал. Негативное влияние на 
рост, развитие и урожайность культуры оказывают 
различные стрессовые факторы, такие как засуха, 
высокие температуры, уровень обеспеченности эле-
ментами минерального питания, поражение растений 
вредителями и болезнями вирусной, бактериальной, 
грибной, этиологии во всех стадиях своего онтогенеза. 
Без применения средств защиты потери урожая от воз-
будителей болезней могут достигать 80–90%, причем 
как во время вегетации, так и в период последующего 
хранения полученного урожая [3]. Высококачественные 
семена клубней должны обеспечивать выращивание 
здоровых и крепких культур в течение всего вегетаци-
онного периода, а также во время послеуборочного 
хранения и в ходе получения последующих поколений. 
В таких случаях эффективным может оказаться засе-
ление изначально стерильных семенных миниклубней 
полезными эндофитными бактериями, такими как 
Bacillus subtilis, общепризнанными как безопасные 
микроорганизмы для использования в пищевой про-
мышленности. Стимулирующее рост и защитное дей-
ствие эндофитных бактерий B. subtilis хорошо изучено 
у различных видов растений в условиях различных 
биотических и абиотических стрессов. Показано, что 
предпосадочная обработка клубней микробиологиче-
скими препаратами на основе эндофитных бактерий 
положительно влияет на урожайность картофеля [4–6]. 
К примеру, эндофиты Bacillus sp. X20, Bacillus thure-
giensis W65 увеличивали урожай клубней и значительно 
снижали развитие болезней [4, 7]. Большинство иссле-
дований было сосредоточено на применении эндофитов 
с использованием таких методов, как предпосевная 
инокуляция нестерильных семян или инокуляция веге-
тирующих растений с помощью опрыскивания, при 
этом оценка в первую очередь была сосредоточена на 
росте и общей урожайности. Несмотря на прогресс в 
этой области, остается много вопросов относительно 
взаимодействия между эндофитными бактериями и 
растениями картофеля, а также оптимальных условий 
их использования, что затрудняет разработку коммер-
ческих продуктов. Несмотря на растущий интерес к 
применению эндофитов для повышения урожайности 
и устойчивости растений, практически не изученными 
остаются вопросы касательно подходящего способа их 
применения и влияния на показатели качества, фито-
нутриентный состав и пищевую ценность получаемой 
продукции.

В связи с вышесказанным цель проведенного 
исследования заключалась в сравнительном анализе 
влияния предпосадочной обработки семенных клубней 
картофеля, а именно оздоровленных (без патогенов) 
гидропонных миниклубней и клубней репродукции 

суперэлита эндофитной бактерией B. subtilis (штамм 
10-4) на урожайность клубней и параметры их качества 
(крахмал, редуцирующие сахара, сухие вещества, 
макро- и микроэлементы, витамины С, В, антоцианы).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Исследования проводили в условиях Предуральской 

степной зоны Республики Башкортостан (Чишминский 
район). Объектами исследования служили растения и 
клубни картофеля сорта Башкирский, выращенные 
из предобработанных штаммом B. subtilis 10-4 (из 
коллекции Башкирского научно-исследовательского 
института сельского хозяйства Уфимского федерального 
исследовательского центра РАН, г. Уфа, Россия) оздо-
ровленных гидропонных миниклубней и клубней репро-
дукции суперэлита. Оздоровленные клубни получали путем 
микроклонального размножения исходных здоровых 
растений в лабораторных условиях и последующего 
выращивания регенерантов на гидропонике, что обе-
спечивает получение большого количества компактных 
свободных от болезней и вредителей посадочных клубней. 
Клубни репродукции суперэлита были предоставлены 
лабораторией картофелеводства Башкирского науч-
но-исследовательского института сельского хозяйства 
Уфимского федерального исследовательского центра 
РАН. Для закладки полевого опыта оздоровленные гидро-
понные миниклубни и клубни репродукции суперэлита 
инокулировали суспензионной культурой B. subtilis 10-4 
с титром 108 КОЕ/мл и водой (контроль) методом погру-
жения, далее суспензионная культура сливалась и клубни 
подсушивались на воздухе при комнатной температуре 
в течение 2 дней с последующей их высадкой в поле. 
Почва опытного участка представляла собой чернозем 
выщелоченный тяжелосуглинистого гранулометрического 
состава. Агрохимическая характеристика пахотного 
слоя почвы была следующей: рНKCI – 7,1, содержание 
гумуса (по Тюрину) – 7,4%, подвижных форм фосфора 
и калия – 10,7 и 17,9 мг/100 г почвы соответственно. 
Посадка клубней в предварительно нарезанные гребни 
была проведена 15 мая. Делянки 70×35 см размещали 
рандомизированно в четырехкратной повторности. 
Площадь учетной делянки равнялась 27 м2. Уборку про-
водили в первой декаде сентября сплошным методом, 
поделяночно.

Эффективность изучаемого эндофитного штамма 
B. subtilis 10-4 оценивали по массе урожая и его товар-
ности. Влияние предобработок растений эндофитом 
на показатели качества клубней картофеля оценивали 
через 7 дней после уборки. 

Содержание крахмала и общего сухого вещества 
оценивали по удельному весу клубней картофеля в 
воздухе и воде [8, 9].

Содержание редуцирующих сахаров определяли 
спектрофотометрическим методом, основанном на 
их способности давать окрашенные соединения с 
3,5-динитросалициловой кислотой [8].

Содержание витаминов С и B1 определяли по методу, 
основанному на извлечении свободных форм вита-
минов, разделении, идентификации и определении их 
массовых долей методом капиллярного электрофореза 
на приборе «Капель-105М» («Люмэкс», Россия). Детекти-
рование аскорбиновой кислоты (витамина С) проводили 
по собственному поглощению при длине волны 254 нм, 

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour


9

Пусенкова Л.И., Ласточкина О.В. Повышение урожайности и качества клубней картофеля путем предпосадочной… 
Pusenkova L.I., Lastochkina О.V. Improving the yield and quality of potato tubers through preplant inoculation… 

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour 

витаминов группы В – при длинах волн 200 и 267 нм 
(методика ООО «Люмэкс-маркетинг» М 04-72-20112).

Общее содержание антоцианов определяли в 
перидерме свежесобранных клубней при длине волны 
530 нм с помощью УФ-спектрофотометра u-Violet DB 
(SILab, Китай). Образцы растительных тканей (1 г) экс-
трагировали кислотно-этанольным растворителем 
(5 мл) (95% C₂H₆O / 1,5N HCl (85:15)) в течение 24 ч 
при температуре 4 °C в темноте. Концентрацию анто-
цианов выражали в миллиграммах на 100 грамм сырой 
массы [10].

Суммарное содержание флавоноидов определяли 
спектрофотометрическим методом, основанном на 
реакции комплексообразования с алюминием [11].

Содержание макроэлементов (азота, фосфора и 
калия) оценивали по ГОСТ 13496.4-933, ГОСТ 26657-974 
и ГОСТ 30504-975 соответственно.

Содержание микроэлементов (марганца, меди, цинка, 
железа и кобальта) определяли методом атомно-аб-
сорбционной спектроскопии по ГОСТ Р 56372-20156.  
Образцы растений (клубни, 1 г) помещали в муфельную 
печь на 20 ч при температуре 550 °C. Затем полу-
ченную золу инкубировали с 0,1 М HNO3 (50 мл) и 
фильтровали. Содержание микроэлементов (марганца, 
меди, цинка, железа и кобальта) в отфильтрованных 
экстрактах определяли с помощью атомно-абсор-
бционного спектрофотометра Shimadzu AA-6300 
(Shimadzu, Япония) с электротермическим распыли-
телем GFA EX-7. Содержание макро- и микроэлементов 
выражали в процентах и в миллиграммах на килограмм 
соответственно.

Все физиолого-биохимические анализы прово-
дились в двух биологических и трех аналитических 
повторностях. Статистический анализ проводился с 
использованием компьютерной программы Statistica 6.0 
(StatSoft Inc., США). На рисунке и в таблицах показаны 
средние значения (M) и их стандартные отклонения 
(±SD) при p ≤ 0,05.

Известно, что бактериальные эндофиты способствуют 
росту растений, синтезируя фитогормоны, включая 
индол-3 уксусную кислоту (ИУК), цитокинины и гиббе-
реллины, или регулируя уровень эндогенных гормонов 
в растении [12].

В наших полевых экспериментах предпосадочная 
обработка миниклубней и клубней репродукции супер-
элита эндофитом активизировала ростовые процессы 
в начальный период вегетации, что способствовало 
более раннему появлению всходов и наступлению 
основных фаз онтогенеза растений: всхожесть (на 8 июня 
2023 года) в контроле составила 40%, в варианте с 

инокуляцией миниклубней – 58%, суперэлиты – 49%, 
что на 43 и 23% соответственно выше, чем в контроле; 
к 12 июля 2023 года в фазе бутонизации в контроле 
находилось 58% растений, тогда как в варианте ино-
куляции миниклубней – 71%, суперэлиты – 62%; в 
фазе цветения в контроле находилось 8,8% растений, 
в варианте инокуляции миниклубней – 24%, супер-
элиты – 20%. Это указывает на то, что процессы в 
обработанных эндофитом вариантах (миниклубни и 
суперэлита) протекали быстрее и опережали развитие 
контрольных растений.

Поскольку заселенные эндофитами растения за 
счет активной колонизации внутренних тканей и 
последующего благоприятного биохимического и 
физиологического воздействия на них, как правило, 
более устойчивы к заболеваниям и дают высокие 
урожаи [13, 14], нами были изучены параметры про-
дуктивности картофеля при способах предпосевной 
инокуляции эндофитом B. subtilis 10-4 оздоровленных 
гидропонных миниклубней и клубней репродукции 
суперэлита. Условия вегетационного периода 2023 
года были неблагоприятны для закладки и форми-
рования урожая картофеля. Неустойчивый характер 
погоды, почвенная засуха и недостаток влаги (36–55% 
от нормы) в период клубнеобразования сказался на 
формировании продуктивности растений картофеля. 
Гидротермический коэффициент вегетационного периода 
составил 0,56–0,61, что соответствует засушливым 
условиям. Несмотря на аномально засушливые погодные 
условия вегетационного периода, растения картофеля 
из инокулированных эндофитом миниклубней и клубней 
репродукции суперэлита формировали мощные 
стебли и хорошо развитую листовую поверхностью 
до 0,4–0,5 м2 на куст. Анализ показателей продуктив-
ности обнаружил, что при инокуляции B. subtilis 10-4 
миниклубней на один куст сформировалось 4,2 шт. 
клубней, суперэлиты – 6,5 шт., что на 35% больше кон-
троля (3,1 и 4,8 шт. соответственно). Продуктивность 
одного растения из инокулированных эндофитом мини-
клубней составила 209 г/куст, суперэлиты – 253 г/куст,  
что на 68,5 и 16,7% выше контроля без обработки 
(124 и 253 г/куст соответственно). При этом в иноку-
лированных эндофитом вариантах сформировалось 
больше клубней товарного качества по сравнению с 
контролем как по количеству, так и по массе (табл. 1).

Доминирующим фактором при формировании 
качественных показателей картофеля, в том числе его 
антиоксидантных свойств, являются гидротермические 
условия, складывающиеся в течение вегетационного 
периода. В литературе имеются сведения о том, что 

2 Методика М 04-72-2011. Определение свободных форм водорастворимых витаминов в премиксах и витаминных смесях // 
Lumex.ru. Режим доступа: https://www.lumex.ru/metodics/22ARU03.13.03-1_vitamins_premixtures.pdf (дата обращения: 
27.02.2025).
3 ГОСТ 13496.4-93. Корма, комбикорма, комбикормовое сырье. Методы определения содержания азота и сырого протеина. 
М.: Стандартинформ, 2011. 17 с.
4 ГОСТ 26657-97. Корма, комбикорма, комбикормовое сырье. Метод определения содержания фосфора. Минск: Межгосу-
дарственный совет по стандартизации, метрологии и сертификации, 1999. 12 с.
5 ГОСТ 30504-97. Корма, комбикорма, комбикормовое сырье. Пламенно-фотометрический метод определения содержания 
калия. Минск: Межгосударственный совет по стандартизации, метрологии и сертификации, 1999. 11 с.
6 ГОСТ 56372-2015. Комбикорма, концентраты и премиксы. Определение массовой доли железа, марганца, цинка, кобальта, 
меди, молибдена и селена методом атомно-абсорбционной спектроскопии. М.: Стандартинформ, 2020. 19 с.
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ростстимулирующие бактерии влияют на активность 
фотосинтеза [15], что, в свою очередь, способствует 
синтезу и накоплению крахмала – важнейшего пока-
зателя качества клубней. В нашем эксперименте пред-
посадочная обработка эндофитом В. subtilis 10-4 не 
оказала существенного влияния на накопление крахмала 
и сухого вещества при использовании способа пред-
посевной инокуляции миниклубней и клубней репро-
дукции суперэлита, вместе с тем отмечена тенденция 
к повышению антоцианов (табл. 2).

Помимо того, что картофель имеет питательную цен-
ность, он является консолидированным источником 
функциональных ингредиентов – витаминов группы 
В, С, Е, а также различных полифенолов и фенольных 
кислот [16], повышенный интерес к которым прояв-
ляется в последние годы ввиду многочисленных доказа-
тельств положительной роли антиоксидантов в реакциях, 
защищающих не только растения, но и человека от 
окислительного стресса. Важнейшим природным анти-
оксидантом, содержащимся в картофеле, является 
витамин С (аскорбиновая кислота). Кроме того, что 
этот витамин растения синтезируют для своей защиты 
от различных стрессовых ситуаций, он также выступает 
важным показателем качества товарной продукции, в 
частности клубней картофеля [17], поскольку поддер-
живает иммунную систему человека, играет важную 
роль в качестве кофактора фермента во многих мета-
болических функциях. Полифенольные соединения кар-
тофеля образуются в растениях в качестве вторичных 
метаболитов и служат естественным фактором защиты 
от вредителей и патогенной микрофлоры [18]. Анто-
цианы предотвращают перекисное окисление липидов 

и поддерживают целостность мембран, что замедляет 
старение клеток и может играть важную роль в улучшении 
качества овощей после сбора урожая [19]. Поскольку 
содержание вышеперечисленных вторичных низкомо-
лекулярных антиоксидантов зависит от сорта, условий 
выращивания, агротехнических мероприятий, изучено 
влияние предобработки эндофитом B. subtilis 10-4 на 
их накопление в клубнях.

Установлено, что предпосадочная инокуляция мини-
клубней и клубней репродукции суперэлита эндофитом 
способствовала более интенсивному накоплению 
витамина С в урожае клубней до 24 и 19%, а также 
суммы антоцианов до 64 и 67% соответственно по срав-
нению с контролем. Кроме того, в клубнях картофеля, 
выращенных из инокулированных эндофитом семенных 
клубней репродукции суперэлита, обнаружен витамин В1 

в количестве 4,9 мг% (в контроле – 0,75 мг%). Несмотря 
на то что инокуляция эндофитом не оказала достоверно 
значимых изменений в содержании фенольных сое-
динений, обращает на себя внимание тот факт, что 
в клубнях, выращенных из миниклубней (I), количе-
ственное содержание этих соединений было в 2 раз 
выше в сравнении с суперэлитой (II) (см. табл. 2).

Стимулирующие рост растений ризобактерии спо-
собствуют растворению минеральных фосфатов и 
других питательных веществ, повышают устойчивость к 
стрессам, стабилизируют почвенные агрегаты и улучшают 
структуру почвы и содержание органических веществ, 
а также удерживают больше почвенного органического 
азота и других питательных веществ в системе рас-
тение – почва, тем самым снижая потребность в азотных 
и фосфорных удобрениях [20]. Поскольку к началу нашего 

Таблица 1. Влияние предпосадочной инокуляции семенных клубней – оздоровленных гидропонных миниклубней (I)  
и клубней репродукции суперэлита (II) – эндофитной бактерией Bacillus subtilis 10-4 на продуктивность и структуру  
урожая картофеля сорта Башкирский

Table 1. Effect of pre-planting inoculation of seed tubers – hydroponic healthy minitubers (I) and reproduction of superelite (II) –  
with endophytic bacterium Bacillus subtilis 10-4 on the productivity and crop structure of potato cv. Bashkirski

Вариант обработки Количество клубней 
на 1 растение, шт./куст

Масса клубней 
на 1 растение, г/куст

Количество товарных 
клубней, шт. /куст

Масса товарных 
клубней, г/куст

I
Контроль 3,1±0,4 124,0±17 1,2±0,2 89,0±15
Bacillus subtilis 10-4 4,2±0,4 209,0±20 1,4±0,2 119,0±17

II
Контроль 4,8±0,3 253,2±14 1,8±0,2 162,8±16
Bacillus subtilis 10-4 6,5±0,5 295,0±25 2,4±0,4 187,5±28

Таблица 2. Влияние предпосадочной инокуляции семенных клубней – оздоровленных гидропонных миниклубней (I)  
и клубней репродукции суперэлита (II) – эндофитной бактерией Bacillus subtilis 10-4 на качество клубней

Table 2. Effect of pre-planting inoculation of seed tubers – hydroponic healthy minitubers (I) and reproduction of superelite (II) – 
with endophytic bacterium Bacillus subtilis 10-4 on the quality of tubers

Вариант обработки Сухое 
вещество, %

Крахмал, 
%

Редуцирующие 
сахара, %

Витамины, мг% Антоцианы, 
мг%

Сумма фенольных 
соединений, мг%С В

I
Контроль 21,8±0,9 16,2±0,4 0,30±0,02 62,5±0,5 – 2,05±0,07 225,2±15
Bacillus subtilis 10-4 22,7±0,7 16,9±0,4 0,13±0,01 77,4±0,5 – 3,36±0,03 239,4±16

II
Контроль 21,7±0,9 15,9±0,7 0,46±0,02 58,4±0,9 0,75±0,04 1,98±0,07 119,5±10
Bacillus subtilis 10-4 22,3±0,7 16,5±0,4 0,41±0,01 69,3±0,5 4,9±0,4 3,31±0,03 123,3±9
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исследования мы не нашли в доступной литературе 
информации о влиянии эндофитных бактерий B. subtilis 
на содержание основных макро- и микроэлементов в 
растениях и клубнях картофеля, выращенных в полевых 
условиях, научный интерес представляло определение 
их количества в урожае клубней. 

Полученные результаты показывают, что эндофитный 
штамм B. subtilis 10-4 приводил к увеличению содер-
жания макроэлементов (азота, фосфора, калия) как 
в оздоровленных гидропонных миниклубнях, так и в 
клубнях репродукции суперэлита при использовании 
предпосадочного способа инокуляции (рисунок). Так, 
содержание азота в клубнях, выращенных из иноку-
лированных эндофитом гидропонных миниклубней и 
клубней репродукции суперэлита, увеличилось на 15 
и 9% соответственно по сравнению с контролем. 

Обращает на себя внимание в целом низкий 
уровень содержания фосфора и калия в клубнях, при-
чиной которого, возможно, является закрепление их в 
почве в необменной форме и переход в недоступное 
для растений состояние, обусловленное сильным иссу-
шением почвы вследствие продолжительной засухи в 
период вегетации. Вместе с тем содержание фосфора 
в клубнях, полученных из инокулированных эндофитом 
гидропонных миниклубней и клубней репродукции супер-
элита, увеличилось на 42 и 15%, калия – на 10 и 7% 
соответственно по сравнению с контролем.

По результатам исследований выявлено, что в клубнях, 
выращенных из инокулированных миниклубней и клубней 

репродукции суперэлита, повышалось содержание 
микроэлементов: меди – на 13 и 8%, железа – на 10 
и 6% соответственно по сравнению с контролем без 
обработки (табл. 3).

Следует отметить, что характер выявленных изме-
нений в содержании макро- и микроэлементов в клубнях 
картофеля (см. табл. 2, 3) согласуется с результатами 
вегетационных экспериментов, проведенных в лабо-
ратории в контролируемых условиях [21]. Вместе с тем 
уровень накопления изученных фитонутриентов оказался 
более выраженным в полевых условиях, причем исполь-
зование способа обработки эндофитом B. subtilis 10-4 
гидропонных миниклубней было более эффективным в 
сравнении с клубнями репродукции суперэлита.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Штаммы эндофитных бактерий применяются для 

инокуляции семян, так как уменьшают влияние биоти-
ческих и абиотических факторов благодаря активной 
колонизации внутренних тканей и последующему поло-
жительному биохимическому и физиологическому воз-
действию на растение. Находясь в эндосфере, эндофиты 
имеют существенное преимущество перед организмами, 
обитающими в ризосфере и филлосфере, за счет ста-
бильного рН, влажности, потока питательных веществ 
и отсутствия конкуренции со стороны большого числа 
микроорганизмов [22]. Для оценки вклада предпосадочной 
инокуляции оздоровленных гидропонных миниклубней 
и клубней репродукции суперэлита бактерией B. sub-

Таблица 3. Влияние предпосадочной инокуляции семенных клубней – оздоровленных гидропонных миниклубней (I)  
и клубней репродукции суперэлита (II) – эндофитной бактерией Bacillus subtilis 10-4 на содержание микроэлементов  
в клубнях картофеля

Table 3. Effect of pre-planting inoculation of seed tubers – hydroponic healthy minitubers (I) and reproduction of superelite (II) – 
with endophytic bacterium Bacillus subtilis 10-4 on the content of micronutrients in potato tubers

Вариант обработки
Содержание элемента, мг/кг

Марганец Медь Цинк Железо Кобальт
I

Контроль 4,32±0,22 1,59±0,09 15,97±0,29 0,48±0,02 0,0201±0,0059
Bacillus subtilis 10-4 4,33±0,18 1,80±0,05 15,16±0,19 0,53±0,01 0,0196±0,0058

II
Контроль 4,30±0,22 1,58±0,09 15,96±0,29 0,47±0,02 0,0201±0,0059
Bacillus subtilis 10-4 4,13±0,18 1,70±0,05 15,88±0,19 0,50±0,01 0,0181±0,0058

Влияние предпосадочной инокуляции семенных клубней – оздоровленных гидропонных миниклубней (I)  
и клубней репродукции суперэлита (II) – эндофитной бактерией Bacillus subtilis 10-4 на содержание макроэлементов  
в клубнях картофеля 
Effect of pre-planting inoculation of seed tubers – hydroponic healthy minitubers (I) and reproduction of superelite (II) –  
with endophytic bacterium Bacillus subtilis 10-4 on the content of macronutrients in potato tubers
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tilis 10-4 были оценены морфологические параметры 
и продуктивность растений, а также качество клубней.

Выявленная способность B. subtilis 10-4 усиливать 
рост надземной части растений, вероятно, связана с 
продукцией эндофитом ИУК, сидерофоров, фиксацией 
атмосферного азота [23] и улучшением поступления 
воды и усвоения питательных веществ растениями из 
почвы. Имеются сведения об усилении роста за счет 
увеличения высоты растений и/или биомассы при ино-
куляции бактериальными эндофитами, способными 
продуцировать ИУК [24–28]. Следует отметить, что в 
других исследованиях, проведенных в полевых условиях 
с применением эндофитных бактерий Bacillus sp. X20 и 
Bacillus thuringiensis W65, не было выявлено изменений 
в продолжительности фенофаз от всходов до цветения, 
тогда как продолжительность цветения увеличивалась 
(на 8–13 дней) по сравнению с контролем [7]. Выяв-
ленное в нашей работе отсутствие различий в высоте 
бактеризованных и контрольных растений во второй 
половине вегетации согласуется с результатами других 
исследований [7, 29].

Сравнительный анализ показал, что инокуляция B. sub-
tilis 10-4 обеспечила закладку большего количества 
клубней на один куст по сравнению с необработанным 
контролем на 35% как гидропонных миниклубней, так 
и клубней репродукции суперэлита, что согласуется с 
результатами полевых экспериментов, проведенных 
нами ранее на сорте Удача [5]. Выявлена высокая отзы-
вчивость на инокуляцию оздоровленных гидропонных 
миниклубней эндофитом: увеличение продуктивности до 
68,5% (в варианте суперэлиты – до 16,7%) по сравнению 
с необработанным контролем, что, очевидно, связано 
с исходным микробиомом, который в случае клубней 
репродукции суперэлита, выращенных в почве, включает 
спектр микроорганизмов, в том числе патогенных. Анализ 
фракционного состава урожая клубней показал, что в 
инокулированных B. subtilis 10-4 вариантах (миниклубни 
и клубни репродукции суперэлита) увеличивалась доля 
товарных клубней по количеству на 17 и 33%, по массе – 
на 34 и 15% соответственно, что согласуется с данными 
исследований на других сортах картофеля в различных 
почвенно-климатических условиях [7, 30].

Положительным аспектом полученных результатов 
исследований является не только повышение про-
дуктивности бактеризованных растений картофеля в 
засушливых условиях по сравнению с контролем, но и 
улучшение качества выращенных клубней.

Предпосадочная обработка гидропонных мини-
клубней и клубней репродукции суперэлита эндофитом не 
повлияла на накопление массовой доли сухого вещества 
и крахмала в клубнях. Вместе с тем содержание редуци-
рующих сахаров в урожае клубней снижалось на 57 и 11% 
по сравнению с контролем в вариантах обработки мини-
клубней и суперэлиты соответственно (см. табл. 2). Это 
может быть обусловлено тем, что эндофиты, колони-
зируя внутренние ткани клубней [31, 32], могут питаться 
сахарами. Наименьшее содержание редуцирующих 
сахаров (0,13%) обнаружено в клубнях, выращенных 
из предобработанных оздоровленных гидропонных 
миниклубней, что определяет их пригодность к про-
мышленной переработке, поскольку низкая массовая 
доля редуцирующих сахаров в картофеле позволяет 
предотвратить потемнение конечного продукта и появ-

ление горького привкуса, которые негативно влияют 
на восприятие потребителем [33].

Механизмы повышения содержания витамина С 
до 24 и 19% и антоцианов до 64 и 67% при способах 
инокуляции миниклубней и клубней репродукции супер-
элита, возможно, могут включать индуцированное эндо-
фитом улучшение поглощения и усвоения питательных 
веществ, экспрессию генов, связанных с путями био-
синтеза витамина С и антоцианов [34]. Кроме того, 
B. subtilis также может запускать сигнальные пути и 
активировать специфические ферменты, участвующие в 
синтезе витамина С и антоцианов [34, 35]. Эти результаты 
помимо повышения питательной ценности могут также 
свидетельствовать о повышенной устойчивости колони-
зированных эндофитом растений к возможным стрес-
совым ситуациям. Полученные результаты согласуются 
с данными других исследований [5, 14, 32], а также 
результатами вегетационных опытов в контролируемых 
условиях [21]. Необходимо отметить, что эндофиты не 
оказали существенного влияния на суммарное содер-
жание флавоноидов, однако обращает на себя внимание 
тот факт, что их концентрация в клубнях первого полевого 
поколения, выращенных из миниклубней, была в 2 раза 
выше в сравнении с клубнями репродукции суперэлита, 
что свидетельствует об их большей антиоксидантной 
активности, поскольку в литературе широко описана 
антиоксидантная роль полифенолов [16].

Выявленное в эксперименте увеличение содержания 
макроэлементов (азота, фосфора, калия) в урожае пре-
добработанных клубней по сравнению с контролем 
свидетельствует о том, что эндофиты улучшают обмен 
веществ в растениях, его использование и утилизацию в 
клубнях картофеля. Вероятно, бактериальные эндофиты 
выделяют сидерофоры и растворяют фосфор в почве, 
инициируя симбиотические взаимодействия с расте-
ниями-хозяевами [36, 37].

Полученные результаты свидетельствуют о том, что 
предобработка семенных клубней (особенно гидро-
понных миниклубней) эндофитным штаммом B. sub-
tilis 10-4 приводила к увеличению содержания меди 
в выращенных клубнях, что, вероятно, связано со 
способностью эндофита продуцировать метаболиты, 
ответственные за улучшение биодоступности и усвоения 
этого вещества. Известно, что микроэлементы, включая 
медь, играют важную роль в метаболизме обменных 
процессов растений и человека: растениям они необ-
ходимы для функционирования большого количества 
ферментов, участвующих в фотосинтезе, дыхании, в 
организме выполняют многие защитные функции. 
Кроме того, медь способствует образованию лигнина, то 
есть более быстрому формированию прочной кожуры, 
выполняющей барьерные функции.

Таким образом, результаты проведенного иссле-
дования свидетельствуют о том, что предпосадочная 
инокуляция семенных клубней – как оздоровленных 
гидропонных миниклубней, так и клубней репродукции 
суперэлита – эндофитом B. subtilis 10-4 повышает уро-
жайность и качественные показатели клубней, включая 
питательные вещества (азот, фосфор, калий), такой 
микроэлемент, как медь, витамин С и антоцианы, а 
также снижает содержание редуцирующих сахаров без 
существенного влияния на высоту растений, содержания 
крахмала и общего сухого вещества в собранных клубнях. 
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При этом максимальные показатели достигаются при 
использовании для предпосевной инокуляции эндофитом 
B. subtilis 10-4 оздоровленных гидропонных миниклубней, 
что может быть эффективным агротехническим приемом, 
позволяющим дополнительно улучшить продуктивность 
культуры и проявить полезные свойства микробного 
биоинокулянта.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Совокупность полученных данных свидетельствует 

об эффективности использования способа предпоса-
дочной инокуляции (обогащения) семенных клубней 
картофеля (оздоровленных гидропонных миниклубней 

и клубней репродукции суперэлита) эндофитной бак-
терией B. subtilis 10-4 для одновременного повышения 
урожайности клубней, их потребительских свойств и 
пищевой ценности путем положительной регуляции 
накопления фитонутриентов. Вместе с тем наибольшая 
эффективность достигается при использовании оздо-
ровленных гидропонных миниклубней для предпоса-
дочной инокуляции B. subtilis 10-4, что имеет большой 
потенциал для использования в качестве недорогосто-
ящего и экологичного способа получения улучшенного 
высококачественного семенного материала и повы-
шенного урожая обогащенных питательными веще-
ствами клубней картофеля.
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Влияние активности микроорганизмов,  
выделенных из ризосферы Hedysarum zundukii,  

на рост и развитие растений пшеницы
И.А. Васильев, М.С. Карепова, Ю.А. Маркова , И.С. Петрушин 

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

Аннотация. В настоящее время исследования бактерий, стимулирующих рост растений, являются актуальными. 
Ризобактерии способствуют развитию корневой системы, росту растений, улучшают доступность питательных 
веществ, защищают от болезней, подавляя рост фитопатогенов. Создание новых биопрепаратов на основе местных 
штаммов ризобактерий, стимулирующих рост растений, является перспективным направлением в агрономии и 
представляет теоретический и практический интерес. Местные штаммы обладают более высокой адаптивностью к 
специфическим условиям окружающей среды по сравнению с зарубежными аналогами. Именно такими свойствами, 
по нашему мнению, должны обладать микроорганизмы из ризосферы эндемика Приольхонья (Ольхонский район 
Иркутской области, Россия) копеечника зундукского (Hedysarum zundukii), произрастающего в условиях высокой 
инсоляции и низкого уровня осадков. Цель проведенного исследования заключалась в изучении влияния ризос-
ферных микроорганизмов, выделенных из Hedysarum zundukii, на рост и развитие пшеницы в нормальных условиях 
и в условиях дефицита воды. В результате проведенной работы установлено, что активность микроорганизмов 
положительно влияет на рост и развитие пшеницы. При этом при засухе положительное воздействие исследуемых 
микроорганизмов на растения усиливалось. При обработке семян пшеницы штаммом Bacillus sp. Hz 7 стиму-
лирующее воздействие на рост корней возрастало на 8%. При обработке штаммом Streptomyces sр. Hz 21 оно 
увеличилось с 19 до 31%, использование штамма Pseudomonas sp. Hz 19 способствовало увеличению корнеобра-
зования на 16%. Полученные результаты подчеркивают потенциал ризосферных микроорганизмов для повышения 
устойчивости сельскохозяйственных культур к стрессовым условиям.

Ключевые слова: ризосферные микроорганизмы, индолилуксусная кислота, биопрепарат, засуха, пшеница
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constitutes a promising direction for agronomy and is of theoretical and practical interest. Local strains exhibit higher 
adaptability to specific environmental conditions than their foreign counterparts. We believe that such properties should 
be exhibited by microorganisms from the rhizosphere of Hedysarum zundukii, an endemic to the Olkhon region, growing 
under high insolation and low precipitation conditions (Olkhonsky District, Irkutsk Oblast, Russia). The conducted study 
was aimed at examining the effect produced by the rhizosphere microorganisms of Hedysarum zundukii on wheat growth 
and development under normal and water deficit conditions. The conducted study revealed that microbial activity has 
a positive effect on wheat growth and development. Noteworthy is that the positive effect of analyzed microorganisms 
on plants was enhanced under drought conditions. When wheat seeds were treated with Bacillus sp. strain Hz 7, an 8%  
increase in root growth stimulation was observed. In the case of Streptomyces sp. Hz 21, this effect increased from  
19 to 31%; the use of Pseudomonas sp. strain Hz 19 contributed to a 16% increase in root formation. The obtained 
results indicate the potential of rhizosphere microorganisms for improving the stress tolerance of crops.

Keywords: rhizosphere microorganisms, indolylacetic acid, biopreparation, drought, wheat
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ВВЕДЕНИЕ
Растения, будучи частью экосистемы, находятся в 

тесном и постоянном контакте с микрофлорой, насе-
ляющей поверхность их корней и размножающейся в 
прикорневом слое почвы [1]. Этот слой, известный как 
ризосфера, представляет собой уникальную экосистему, 
где происходит активное взаимодействие между рас-
тениями и микроорганизмами. Это взаимодействие 
приводит к изменениям в составе, качестве и коли-
честве корневых выделений растений, которые, в свою 
очередь, влияют на микробный компонент [2]. 

Таким образом, растения посредством корневых 
выделений формируют состав микробного сообщества 
в ризосфере [3]. Ризосферные микроорганизмы могут 
положительно влиять на рост растений, а также играть 
важную роль их в адаптации к условиям обитания, спо-
собствуя выживаемости в неблагоприятных условиях, 
таких как засуха, загрязнение тяжелыми металлами и 
полициклическими ароматическими углеводородами, 
а также заражение фитопатогенами [4]. 

В последнее время активно изучаются ризосферные 
бактерии, стимулирующие рост растений [5]. Стимули-
рующее действие микроорганизмов связывают с тремя 
основными механизмами: продукцией фитогормонов, 
регулирующих рост растений, повышением доступности 
питательных веществ [6], защитой растений от болезней [7]. 
Способность бактерий синтезировать фитогормоны, такие 
как ауксины, гиббереллины и цитокинины, описывается в 
литературе как одна из форм взаимодействия между микро-
флорой и растением-хозяином [8, 9]. Одним из наиболее 
важных прикладных аспектов способности образования 
индолилуксусной кислоты штаммами является их перспек-
тивное использование в агрономических мероприятиях 
по инокуляции семян и проростков, а также обработке 
саженцев растений [10]. Эффективность такого воздействия 
выражается в стимуляции корнеобразования, ускорении 
прорастания семян и наращивании биомассы [11, 12]. 
Кроме того, ауксины, вырабатываемые бактериями, могут 
снижать вредное воздействие различных абиотических 
стрессов, что в свою очередь увеличивает урожайность 
сельскохозяйственных культур [13]. 

Ризосферные микроорганизмы обладают способ-
ностью к превращению органического фосфора в раство-
римую форму – минерализации фосфора [14]. Повышают 

доступность цинка для растений, растворяя его сложные 
соединения и тем самым устраняя дефицит цинка в рас-
тениях [15]. Также повышают доступность железа – одного 
из основных микроэлементов, играющих важную роль в 
регулировании клеточных процессов, необходимых для 
роста и развития растений [16] (хотя железо является 
четвертым по распространенности элементом на Земле, 
его доступность для растений очень низка).

Защитные свойства ризобактерий связаны с синтезом 
биологически активных соединений различной природы: 
антибиотиков [17], литических ферментов [18, 19] сиде-
рофоров [18]. В связи с этим определенные перспективы 
имеет использование ризосферных микроорганизмов 
в сельском хозяйстве для стимуляции роста растений 
или защиты их от фитопатогенов.

Цель проведенного исследования заключалась в 
изучении влияния наиболее перспективных бактерий, 
входящих в состав ризосферы эндемика Прибайкалья 
копеечника зундукского (Hedysarum zunduki), на рас-
тения пшеницы сорта Иреть, выращиваемой в условиях 
нормального и недостаточного увлажнения. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В работе использовались штаммы бактерии, которые 

ранее были выделены из ризосферы Hedysarum zundukii 
Peschkova [20]. Был проведен скрининг штаммов на их 
способность синтезировать ауксины – одни из самых рас-
пространенных в природе фитогормонов. Наибольшую 
активность в группе ауксинов проявляет индолилуксусная 
кислота, которая управляет процессами вегетативного 
роста, цветения и плодоношения растений, а также влияет 
на фотосинтез, образование пигментов, биосинтез раз-
личных метаболитов и устойчивость растений к стрессовым 
факторам среды. Ауксины определяли на среде 8Е [21] с 
добавлением 2 г/л триптофана. Среду разливали в пробирки 
по 5 мл, автоклавировали. Затем вносили бактерии и 
инкубировали в течение 2 суток. Из полученной суспензии 
отбирали по 1 мл и центрифугировали при 14000 об/мин 
в течение 10 мин. 500 мкл супернатанта переносили в 
стерильную пробирку и смешивали с 1 мл реактива Саль-
ковского (FeCl3 – 1 г, dH2О – 250 мл, H2SO4 (конц.) – 150 мл). 
Пробирки инкубировали при комнатной температуре в 
течение 45 мин в темноте. Развитие розовой окраски 
свидетельствовало о присутствии индолилуксусной кислоты. 
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Количество синтезируемой индолилуксусной кислоты 
рассчитывали по калибровочной кривой на основании 
измерения оптической плотности образцов (планшетный 
фотометр Bio Rad iMark, Bio Rad Laboratories Inc., США). 

Для изучения влияния выделенных штаммов на рост и 
развитие растений использовали семена яровой пшеницы 
сорта Иреть. Стерилизованные семена замачивали в 
суспензии бактерий, содержащей концентрации микро-
организмов от 20×103 до 20×109 КОЕ/мл. Контролем 
служили растения, семена которых были замочены в 
стерильной воде. Затем семена в количестве 35 шт. 
высевали в контейнеры со стерильным увлажненным 
песком (60% влагоемкости). Увлажнение почвы про-
водили путем добавления среды Мурасиге – Скуга перед 
экспериментом и через каждые 3 дня для создания 
нормальных условий. Для имитации условий засухи 
увлажнение проводили однократно только в начале 
эксперимента. Инкубацию проводили в регулируемой 
климатической камере Binder KBWF 240 (Binder, Гер-
мания) (освещение – 16 ч 30 мин, начало дня – 4:50, 
окончание – 21:20; дневная температура – 27 °С, 
ночная – 15 °С, влажность воздуха – 40%). На 14-е 
сутки анализировали всхожесть, длину надземной и 
подземной части растений. Для анализа статистических 
данных использовали программу SigmaPlot v. 12.0. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Ранее было показано, что из ризосферы H. zundukii 

было выделено 57 штаммов, из которых 12 могли 
солюбилизировать фосфаты [20]. В настоящей работе 
изучали способность штаммов к синтезу индолилук-
сусной кислоты. Установлено, что данным качеством 
обладают 19 штаммов: Hz-10, 11, 12, 13, 15, 19, 20-2, 
21, 25, 35-2, 35-3, 48, 49, 51, 53, 57, 61, 65, 68-2. 
Для дальнейшего изучения были выбраны 7 штаммов, 
обладающих вышеуказанными способностями (табл. 1). 
Данные штаммы были идентифицированы [20]. 
Таблица 1. Количество индолилуксусной кислоты, 
синтезируемое исследуемыми штаммами

Table 1. Amount of indolylacetic acid synthesized  
by the studied strains

Штамм
Концентрация  

индолилуксусной 
кислоты, мг/мл

Mycolicibacterium sp. Hz 35.2 0,065±0,006
Pantoea sp. Hz 68.2 0,071±0,009
Phyllobacterium sp. Hz 48 0,041±0,006
Pseudomonas sp. Hz 19 0,138±0,004
Bacillus sp. Hz 7 Не синтезирует
Streptomyces sp. Hz 21 0,12±0,011
Pseudomonas sp. Hz 11 0,089±0,005

Изучение влияния исследуемых штаммов на рост и 
развитие растений проводили с использованием растений 
пшеницы сорта Иреть, выращиваемой в нормальных 
условиях и в условиях засухи

Штамм Pseudomonas sp. Hz 19 в нормальных условиях 
оказал незначительное влияние на размеры растений 
(статистически значимой разницы нет (рис. 1, 2)). Вместе 
с тем отмечено значимое увеличение длины корней в 
условиях недостатка влаги, которое достигало 16% при 
концентрации микроорганизмов 20×106 КОЕ/мл (рис. 3, 4).
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Рис. 1. Длина корней пшеницы, обработанной 
ризосферными микроорганизмами в различных 
концентрациях: 1 – 20×103; 2 – 20×106; 3 – 20×109 KOE/мл, 
в контрольных условиях (M±µ)

Fig. 1. Length of wheat roots treated with rhizospheric 
microorganisms at various concentrations: 1 – 20×10³;  
2 – 20×106; 3 – 20×109 KOE/ml, under control conditions (M±µ)
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Рис. 2. Длина побегов пшеницы, обработанной 
ризосферными микроорганизмами в различных 
концентрациях: 1 – 20×103; 2 – 20×106; 3 – 20×109 KOE/мл, 
в контрольных условиях (M±µ)

Fig. 2. Length of wheat shoots treated with rhizospheric 
microorganisms at various concentrations: 1 – 20×10³;  
2 – 20×106; 3 – 20×109 KOE/ml, under control conditions (M±µ)
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Рис. 3. Длина корней пшеницы, обработанной 
ризосферными микроорганизмами в различных 
концентрациях: 1 – 20×103; 2 – 20×106; 3 – 20×109 KOE/мл, 
в условиях, имитирующих недостаток воды (M±µ)

Fig. 3. Length of wheat roots treated with rhizospheric 
microorganisms at various concentrations (1 – 20×10³;  
2 – 20×106; 3 – 20×109 KOE/ml, under conditions 
simulating water deficiency (M±µ)
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Рис. 4. Длина побегов пшеницы, обработанной  
ризосферными микроорганизмами в различных  
концентрациях: 1 – 20×103; 2 – 20×106; 3 – 20×109 KOE/мл,  
в условиях, имитирующих недостаток воды (M±µ)
Fig. 4. Length of wheat shoots treated with rhizospheric 
microorganisms at various concentrations: 1 – 20×10³;  
2 – 20×106; 3 – 20×109 KOE/ml, under conditions 
simulating water deficiency (M±µ)

Штамм Pseudomonas sp. Hz 11 не оказал ярко выра-
женного влияния на рост пшеницы при нормальных 
условиях. Положительное воздействие на рост корней 
в условиях имитации засухи составило от 3 до 8%. На 
всходы статистически значимого воздействия в условиях 
дефицита влаги также не было обнаружено. 

Штамм Streptomyces sр. Hz 21 показал способность 
к стимуляции роста корней пшеницы как в нормальных 
условиях (11–19%), так и в условиях, имитирующих засуху 
(21–32%). Длина надземной части в обоих экспери-
ментах в целом соответствовала значениям контроля, 
статистически значимой разницы нет.

Штамм Bacillus sp. Hz 7 оказался единственным 
из использованных нами штаммов, не показавшим 
способности к синтезу индолилуксусной кислоты. В 
высоких концентрациях (2×109 КОЕ/мл) он значи-
тельно ингибировал рост как в контрольных условиях 
(корни – 45%, всходы – 60%), так и в условиях дефицита 
воды (корни – 8%, всходы – 22,5%). Тем не менее при 
более низких концентрациях (103–106 КОЕ/мл) нега-
тивный эффект на растение отсутствовал, отмечалась 
даже стимуляция корневой системы (8%).

При замачивании семян пшеницы в суспензии бак-
терий Phyllobacterium sp. штамма Hz 48 наблюдалась 

стимуляция корней (8%) в условиях дефицита воды. 
В остальных экспериментах статистически значимого 
положительного или негативного эффекта данный штамм 
не оказывал.

Штамм Pantoea sp. Hz 68.2 способствовал выра-
женной стимуляции роста всех органов растения как в 
контрольных условиях (всходы – 11%, корни – 16%), так и 
в условиях засухи (всходы – 12%, корни – 25%) вне зави-
симости от начальной концентрации микроорганизмов.

Культура штамма Mycolicibacterium sp. Hz 35.2 также 
демонстрировала стимулирующую активность во всех 
экспериментах. Прирост по длине относительно контроля 
в нормальных условиях составил 5% для всходов и до 
10% для корневой системы. В условиях дефицита влаги 
положительный эффект составил 13 и 8% для всходов 
и корней соответственно.

На всхожесть пшеницы использованные микро-
организмы не оказывали значимого эффекта при 
любых концентрациях. Исключение составил штамм 
Bacillus sp Hz 7, подавляющий прорастание семян при 
концентрации 2×109 KOE/мл (табл. 2).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате исследования микроорганизмов, 

выделенных из ризосферы эндемика Прибайкалья 
копеечника зундукского (Hedysarum zundukii), было 
установлено, что все 7 исследованных штаммов не 
оказывали негативного воздействия на растения. 
Исключение составил штамм Bacillus sp. Hz-7, который 
проявил ингибирующее действие на всхожесть и рост 
растений пшеницы лишь при высоких концентрациях 
(109 КОЕ/мл), что маловероятно в условиях внешней 
среды. Это свидетельствует о том, что в реальных агро-
номических условиях риск негативного воздействия 
данного штамма минимален. Исследованные микроор-
ганизмы продемонстрировали различную способность 
к стимуляции роста растений в зависимости от условий 
и концентрации, что указывает как на различные меха-
низмы действия, позволяющие им адаптироваться к 
специфическим условиям окружающей среды, так и 
на зависимость от физиологических и биохимических 
характеристик самих бактерий. 

Особое внимание следует обратить на тот факт, что 
в условиях дефицита воды положительное воздействие 
на растения не только не снижалось, но в ряде случаев 
даже усиливалось. Так, при инокуляции семян штаммом 

Таблица 2. Всхожесть пшеницы в зависимости от условий и степени инокуляции суспензией  
ризосферных микроорганизмов, %

Table 2. Germination of wheat depending on conditions and degree of inoculation with a suspension  
of rhizosphere microorganisms, %

Вариант 
опыта, 
штамм

Условия роста растений, титр жидкой культуры штамма, KOE/мл
Достаточное увлажнение (контроль) Засуха

20×103 20×106 20×109 20×103 20×106 20×109

Контроль 100,0±3 90,0±3 100,0±3 93,3±4 100,0±4 86,7±4 
Hz 11 90,0±5 83,3±5 96,6±5 90,0±4 86,7±4 96,7±4 
Hz 19 86,6±5 90,0±5 83,3±6 96,7±3 100,0±3 90,0±3 
Hz 7 96,6±7 86,6±7 43,3±10 93,3±8 83,3±8 73,3±8 
Hz 21 100,0±4 96,6±4 93,3±4 86,7±3 93,3±3 93,3±3 
Hz 48 93,3±4 96,6±4 86,6±4 90,0±3 96,7±3 96,7±3 
Hz 68,2 76,6±5 90,0±5 96,6±5 100,0±3 90,0±3 96,7±3 
Hz 35,2 90,0±5 80,0±5 97,0±5 86,7±4 93,3±4 93,3±4 
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Bacillus sp. Hz 7 корнеобразование возрастало на 8%, 
штаммом Streptomyces sр. Hz 21 – увеличилось с 19 до 31%, 
при использовании штамма Pseudomonas sp. Hz 19 увели-
чение длины корней достигало 16%. По всей видимости, 
этот эффект обусловлен спецификой условий произрастания 
Hedysarum zundukii. Следствием этого является набор адап-
таций микроорганизмов, присутствующих в его ризосфере, 
которые, очевидно, развивались и приспосабливались 
вместе с растением на протяжении длительного времени. 

Таким образом, выделенные штаммы микроор-
ганизмов Bacillus sp. Hz 7, Pseudomonas sp. Hz 11, 
Pseudomonas sp. Hz 19, Streptomyces sр. Hz 21, 
Mycolicibacterium sp. Hz 35.2, Pantoea sp. Hz 68.2 имеют 
перспективы применения как непосредственно в качестве 

биологического удобрения, действующего на растения 
за счет синтеза индолилуксусной кислоты и мобилизации 
фосфатов, так и в качестве микробной композиции, спо-
собной разнообразить микробное сообщество сельско-
хозяйственных земель. Это может повысить возможности 
адаптации растений к условиям засухи. 

Результаты данного исследования подчеркивают важ-
ность использования ризосферных микроорганизмов для 
повышения продуктивности сельского хозяйства и устой-
чивости растений к стрессовым условиям. Дальнейшие 
исследования в этой области могут привести к разработке 
эффективных биопрепаратов на основе местных штаммов 
бактерий, что будет способствовать более устойчивому и 
экологически чистому сельскому хозяйству.
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Молокосвертывающая активность экстрактов  
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Аннотация. В статье приведены данные об исследовании влияния экстрактов плодов и волосовидных корней 
Withania coagulans Dunal на свертывание молока как сырья для производства сыра. Сырный сгусток может быть 
получен в результате воздействия на белковую фракцию молока молокосвертывающих ферментов. Наиболее 
широко в мире применяются ферменты животного происхождения. Тем не менее не для всех групп населения 
подходят сыры, получаемые с их использованием. В связи с этим актуальным является изучение возможности 
применения в сыроделии растительных протеаз, а также их производство в культурах растительных тканей. Волосо-
видные корни, получаемые при помощи почвенной бактерии Agrobacterium rhizogenes, могут культивироваться 
в биоректорах и как правило содержат не только корнеспецифичные метаболиты, но и соединения, характерные 
для других тканей растения В ходе проведенного исследования с использованием различных буферов проводили 
экстракцию белка из плодов и волосовидных корней Withania coagulans и оценивали молокосвертывающую 
активность экстрактов на свежем и сухом цельном молоке. В качестве контрольного образца использовали 
молокосвертывающий фермент животного происхождения. Активность экстракта плодов Withania coagulans 
составила 5 ЕД/мг белка. С использованием экстрактов волосовидных корней образование сгустка занимало 
не менее 6 часов, что говорит о присутствии в них молокосвертывающего фермента в низкой концентрации. 
Поскольку волосовидные корни Withania coagulans рассматривались в данном аспекте впервые, необходима 
дальнейшая оптимизация параметров их культивирования, экстракции фермента и его применения.

Ключевые слова: Withania coagulans, коагуляция, молоко, сыр, экстракт, протеаза
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Abstract. This article presents data on the effect of fruit and hairy root extracts of Withania coagulans Dunal on the 
process of milk coagulation with a view to its potential application in cheese making. Cheese curd can be obtained 
by the action of milk-clotting enzymes on the protein fraction of milk. To that end, animal-derived enzymes are widely 
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used. However, the as-produced cheeses may not suit some population groups. In this regard, studying the possibility 
of using plant proteases in cheese making, as well as their production in plant tissue cultures, appears to be a 
relevant research task. Hairy roots bioreactor-cultivated using the Agrobacterium rhizogenes soil bacterium contain, 
as a rule, not only root-specific metabolites but also compounds characteristic of other plant tissues. In this work, 
protein was extracted from Withania coagulans fruits and hairy roots using various buffers followed by assessing the 
milk-clotting activity of the extracts using fresh and powdered full cream milk. An animal milk-clotting enzyme was 
used as a control. The activity of Withania coagulans fruit extract was found to be 5 U/mg of protein. Coagulation 
carried out with hairy root extracts lasted for at least 6 hours, indicating the presence of a low concentration of 
milk-clotting enzyme. Since hairy roots of Withania coagulans have been studied in this respect for the first time, 
further optimization of their cultivation parameters, enzyme extraction, and its application is required.

Keywords: Withania coagulans, milk-clotting activity, milk, cheese, extract, protease

For citation: Mikhaylova E.V., Palkina I.M., Slinkin A.A. Milk-clotting activity of Withania coagulans hairy root extracts. 
Proceedings of Universities. Applied Chemistry and Biotechnology. 2025;15(1):24-31. (In Russian). DOI: 10.21285/
achb.957. EDN: CGBHDA.

ВВЕДЕНИЕ
Сыр считается одним из древнейших пищевых про-

дуктов и занимает важнейшее место в рационе человека. 
По данным FAS-USDA, в 2023 г. россияне занимали шестое 
место в мире по потреблению сыра (9,9 кг на человека)1. 
Важнейшим этапом производства сыра является сычужное 
свертывание, которое представляет собой последствие 
дестабилизации коллоидных частиц (казеиновых мицелл) 
молока и их агрегации. Роль молокосвертывающего 
фермента состоит в отщеплении гидрофильных макро-
пептидных волосков k-казеина путем гидролиза связи 
Phe105-Met106 [1]. Наиболее эффективной для сыроделия 
считается аспарагиновая протеаза химозин – сычужный 
фермент животного происхождения из желудков телят. В 
производстве сыра используют протеолитические фер-
менты из различных источников, такие как животный 
пепсин, микробиальные протеазы из Rhizomucor miehei, 
Cryphonectria parasitica и других микроорганизмов, реком-
бинантные ферменты, полученные с использованием 
генной инженерии, а также грибные и растительные 
молокосвертывающие ферменты [2, 3]. Популярность 
последних растет в связи с тем, что они позволяют получать 
произведенные традиционным способом продукты, 
которые могут быть сертифицированы и подходить для 
употребления верующими, вегетарианцами и другими 
группами населения, отказывающимися от продукции 
животного происхождения. 

Растительные молокосвертывающие ферменты в 
основном относятся к классу аспартатных, сериновых 
или цистеиновых протеаз. Большинство растительных 
аспартатных протеаз имеют два остатка аспарагиновой 
кислоты и представляют собой гетеродимерные белки 
с большой субъединицей 28–35 кДа и малой субъе-
диницей 11–16 кДа, реже встречаются мономерные 
белки с молекулярной массой 36–65 кДа [4].

Среди известных растительных аспартатных протеаз – 
кардозины, накапливающиеся в основном в пестиках 
цветков растений рода Артишок и издревле исполь-
зуемые при производстве нескольких сортов испанских 
и португальских сыров. В семенах риса был обнаружен 
оризасин, в цветках татарника колючего – онопор-
досин, бодяка обыкновенного – цирсин, чертополоха 
курчавого – цинаразы [1, 2, 5, 6]. Цистеиновые и сери-

новые протеазы чаще обнаруживаются в млечном соке 
растений и плодах (актинидин – в плодах актинидии, 
кукумизин – в плодах дыни, леттуцин – в листьях латука, 
фицин – в стеблях фикуса). 

Несмотря на интенсивные исследования, расти-
тельные ферменты до сих пор не нашли широкого 
применения. Одной из причин этого может быть слож-
ность и экономическая неэффективность сбора сырья, 
такого как пестики цветков или млечный сок. Его био-
химический состав может значительно различаться в 
зависимости от происхождения, качества, генетических 
и эпигенетических особенностей. Излишне высокая 
активность и стабильность ферментов, а также их неспе-
цефичность к связям Phe105-Met106 могут сказываться 
на вкусовых характеристиках и качестве сыра [7, 8]. 
Например, кардозины расщепляют преимущественно 
связи α- и β-казеина, такие как Phe24-Phe25, Arg100-Leu101, 
Phe153-Tyr154, Trp164-Tyr165, Tyr165-Tyr166.

В связи с вышесказанным поиск источников рас-
тительных молокосвертывающих ферментов остается 
актуальной задачей современной науки. Одним из альтер-
нативных способов их получения является выращивание 
культур растительных тканей в биореакторах [2]. Культуры 
волосовидных корней (англ: hairy roots), которые получают 
с использованием почвенной бактерии Agrobacterium 
rhizogenes, имеют преимущество благодаря своей спо-
собности к неограниченному росту и наработке ценных 
метаболитов, которые у интактных растений могут встре-
чаться только в отдельных тканях, а в корнях и вовсе отсут-
ствовать. Например, хотя в природе у Cynara cardunculus 
кардозины содержатся в основном в цветках, они были 
идентифицированы в волосовидных корнях, полученных 
из данного растения. Экстракты этих корней показали 
высокую протеолитическую активность по отношению 
к молочным белкам [9]. В отличие от сырья, изъятого 
из природы, культуры волосовидных корней отличаются 
стабильностью состава метаболитов и могут культиви-
роваться круглогодично.

Одним из растений, используемых в производстве 
сыров и при этом хорошо поддающихся трансформации 
A. rhizogenes, является Withania coagulans. Это кустарник 
семейства Пасленовых, произрастающий в засушливых 
районах Пакистана, Афганистана и Индии, а также на юге 

1 Per capita consumption of cheese worldwide in 2023, by country (in kilograms) // Statista.com. Режим доступа: https://www.
statista.com/statistics/527195/consumption-of-cheese-per-capita-worldwide-country/ (дата обращения: 31.01.2025).
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Ирана и широко применяемый в традиционных медицине 
и кулинарии. Его называют также Ришьяганда, индийским 
сычугом и сычужным растением [10]. У экстрактов листьев 
и корней растения благодаря содержанию витанолидов 
(А, D, L, Р, I, F и K, витаферина А), витакоагулинов (А, F, 
G, H, I, J, K, L, M, N, O, P, S, Q, U и R), коагуланзина В, 
коагуланолида обнаруживаются противоопухолевая, про-
тивовоспалительная и антибактериальная активности, 
обуславливающие широкое применение растения при 
лечении сахарного диабета, нервного истощения, бес-
сонницы, при заболеваниях печени, желчного пузыря и 
астме [11, 12]. Плоды растения содержат аспартатную 
протеазу, которая, по разным данным, имеет размер от 
31 до 66 кДа [10, 13–15]. Экстракт плодов W. coagulans 
показывает содержание белка 2,47 мг/мл и протеоли-
тическую удельную активность 1,06 ЕД/мг [9]. В зави-
симости от степени и метода очистки, а также условий 
эксперимента активность белка составляет от 26 ЕД/мг  
до 12 тыс. ЕД/мг [10, 13].

В то же время широкое применение плодов 
W. coagulans в сыроделии ограничено узким ареалом 
произрастания и сложностью сбора. Альтернативным 
способом получения сырья этого растения является куль-
тивирование волосовидных корней. Однако на данный 
момент неизвестно, имеют ли экстракты волосовидных 
корней W. coagulans молокосвертывающую активность. 
Ранее мы получили такую культуру и определили опти-
мальные условия ее выращивания [16]. Целью данной 
работы является определение возможности использо-
вания экстрактов волосовидных корней W. coagulans 
для коагуляции молока и наилучшего метода экстракции.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Волосовидные корни W. coagulans были ранее 

получены в лаборатории биоинженерии растений и микро-
организмов Института биохимии и генетики Уфимского 
федерального исследовательского центра РАН [16]. Перед 
экстракцией культуры в течение месяца выращивали 
в чашках Петри на среде Мурасиге – Скуга, после чего 
собирали и отмывали от остатков питательной среды 
дистиллированной водой. Использовали как свежие корни, 
так и корни, высушенные при комнатной температуре 
в течение суток. Растения W. coagulans культивировали 

в почве с фотопериодом 16/8. Зрелые плоды собирали 
и высушивали при комнатной температуре (рис. 1).

Для экстракции использовали три различных буфера, 
традиционно применяемых для экстракции протеаз из 
растительного сырья, составы которых приведены в 
таблице. 3 г растительного сырья измельчали в холодном 
буфере в соотношении 1:6 с использованием гомогени-
затора FastPrep-24 (MP Biomedicals, США), выдерживали 
в холодильнике в течение 12 ч, после чего центрифуги-
ровали 30 мин при 4 °С. Супернатант фильтровали и 
использовали в экспериментах по коагуляции свежего 
и сухого цельного молока в различных концентрациях. 
В экстрактах определяли содержание белка по методу 
Брэдфорда. Больше всего белка содержалось в экстрактах, 
полученных с использованием Трис-HCl (0,933 мг/мл 
в экстрактах сухих волосовидных корней, 0,24 мг/мл 
в экстрактах свежих корней, 0,6 мг/мл в экстрактах 
плодов). В экстрактах, полученных с использованием 
других буферов, было в среднем в 3 раза меньше белка, 
также они имели более светлый цвет.

Состав буферов для экстракции молокосвертывающих 
ферментов

Content of buffers for extraction of milk-clotting enzymes

Состав буфера Источник
0,85% NaCl [10, 17]
0,1M KH2PO4 [18, 19]
50 мМ Трис-HCl (pH 8,0), 0,85% NaCl [9, 13]

Эксперименты по определению молокосвертывающей 
активности проводили по стандартной методике (согласно 
ISO 118152). Субстрат (свежее цельное молоко либо 
10%-й раствор обезжиренного сухого молока в дистил-
лированной воде) нагревали в климатостате до 32 °С, 
добавляли 200 мг/л CaCl2, при необходимости доводили 
рН лимонной кислотой до значения 5,8 и разливали 
по стерильным экспериментальным сосудам объемом 
50 мл. Добавляли экстракты в количестве от 20 до 
3000 мкл на 40 мл субстрата. В качестве отрицательного 
контроля использовали экстрагенты в соответствующих 
объемах, в качестве положительного контроля – 30 мкл/л  
коммерческого сычужного фермента (химозин CHY-MAX 

2 ГОСТ ISO 11815-2015. Молоко. Определение общей молокосвертывающей активности говяжьего сычужного фермента 
(ISO 11815:2007, IDТ). М.: Стандартинформ, 2015. 15 с.

               a b
Рис. 1. Волосовидные корни (а) и плоды (b) Withania coagulans
Fig. 1. Hairy roots (a) and fruits (b) of Withania coagulans
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производства Chr. Hansen (Дания) с активностью  
998 ЕД/мл). Инкубировали пробирки в климатостате при 
37 °С, при этом периодически перемешивая вручную. 
Регистрировали образование сгустка и рассчитывали 
молокосвертывающую активность по формуле 

МА = А/(Т1×Т2), 
где А – аттестованная молокосвертывающая активность 
коммерческого фермента; Т1 – время свертывания с 
коммерческим ферментом; Т2 – время свертывания 
с экстрактом. 

При добавлении химозина коагуляция начиналась 
в течение 4 мин, однородный сгусток образовывался 
в течение 30 мин. Экстракт плодов в максимальной 
концентрации продемонстрировал аналогичные пока-
затели, исходя из чего была рассчитана его активность 
(5 ЕД/мг белка). Активность экстрактов волосовидных 
корней становилась заметна не менее чем через 6 ч, 
а отделение сыворотки наблюдали по прошествии 20 ч. 
С учетом низкой скорости коагуляции проблематично 
определить точное время ее начала, однако очевидно, 
что волосовидные корни содержат в десятки раз меньше 
молокосвертывающего фермента, несмотря на более 
высокое содержание общего белка. Коагуляция была 
наиболее эффективна при добавлении Трис-HCl-экстрактов, 
а образующийся сгусток по характеристикам был наи-
более приближен к положительному контролю (рис. 2). 
Добавление в субстрат буфера не оказывало влияния на 
свертывание молока. Добавление буфера и экстрактов 

не оказывало влияния на показатель рН субстрата. Необ-
ходимо отметить, что образцы с добавлением экстракта 
как плодов, так и волосовидных корней в достаточной для 
коагуляции концентрации имели горький вкус, при этом 
наиболее выраженным он был у образцов, полученных 
с использованием Трис-HCl-экстракта.

Поскольку, согласно различным литературным 
данным, оптимум активности молокосвертывающих 
ферментов W. coagulans разнится от рН 4,25 и 37 °С 
[10], рН 5 и 65 °С [14], рН 4 и 70 °С [17], проводили также 
эксперименты в микрообъемах для оценки влияния 
рН и температуры на активность экстрактов. Для этого 
доводили рН субстрата до 4,25 и добавляли от 1 до 
100 мкл экстракта на 1 мл субстрата с нормальным и 
сниженным рН. Образцы выдерживали при 37 и 65 °С. 
Все эксперименты проводили в трех повторностях.

При pH 6 образование сгустка наблюдали с исполь-
зованием всех видов экстрактов вне зависимости от 
используемого буфера как на цельном, так и на сухом 
молоке. При рH 4 вместо коагуляции происходило 
образование хлопьев и расслоение субстрата во всех 
образцах (рис. 3, 7, 8), в том числе в положительном и 
отрицательном контроле, за исключением образцов 
свежего молока с наивысшей концентрацией экстрактов 
плодов W. coagulans, где наблюдалось формирование 
сгустка при 65 °С. 

Хотя при повышенной температуре и нормальном 
рН удалось добиться коагуляции образцов цельного 

Риc. 2. Коагуляция цельного молока через 6 (сверху) и 20 (снизу) часов эксперимента при использовании: а – химозина; 
b – 500 мкл NaCl-экстракта сухих корней; c – 500 мкл KH2PO4-экстракта сухих корней; d – 500 мкл Трис-HCl-экстракта 
сухих корней; e – 500 мкл буфера Трис-HCl. Коагуляция сухого молока через 6 часов эксперимента: f – слева направо: 
отрицательный контроль, химозин, 500 мкл экстракта плодов, 1000 мкл экстракта плодов; g – 500 мкл экстракта плодов; 
h – 1000 мкл экстракта плодов
Fig. 2. Coagulation of full-cream milk after 6 (top) and 20 (bottom) hours of the experiment using: а – chymosin;  
b – 500 μl NaCl extract of dry roots; c – 500 μl KH2PO4 extract of dry roots; d – 500 μl Tris-HCl extract of dry roots;  
e – 500 μl Tris-HCl buffer. Coagulation of dry milk after 6 hours of the experiment: f – from left to right: negative control, 
chymosin, 500 μl fruit extract, 1000 μl fruit extract; g – 500 μl fruit extract; h – 1000 μl fruit extract
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молока с более низкой концентрацией экстракта, скорость 
образования сгустка существенно не отличалась. При 
повышенной температуре коагуляция в сухом молоке 
замедлялась и составляла более 30 мин, в том числе и 
для химозина (рис. 4, b). Низкий рН негативно влиял на 
коагуляцию цельного молока, а в сухом молоке сгусток 
в течение 20 ч не образовывался вовсе. Визуально 
можно было отметить лишь образование хлопьев, обу-
словленное обычной кислотной коагуляцией при низком 
значении рН. Таким образом, в наших исследованиях 
не подтверждается положительное влияние сниженного 
рН и повышенной температуры на активность моло-
косвертывающих ферментов W. coagulans. Это видно 
из графика, представленного на рис. 4. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Проведенные нами эксперименты показали, что не 

только плоды, но и волосовидные корни W. coagulans 
могут быть использованы в качестве источников моло-
косвертывающих ферментов. Все три использованных 
буфера для экстракции оказались эффективны, при 
этом несколько более плотный сгусток и прозрачная 
сыворотка наблюдались при использовании Трис-HCl, 
что соотносится с результатами исследования методов 
экстракции сычужного фермента из Streblus asper, где 

буфер на основе Трис-HCl превосходил по эффектив-
ности ацетатный и фосфатный буферы [20]. Экстракты, 
приготовленные с использованием этого буфера, имели 
наиболее высокое содержание белка.

Молокосвертывающая активность экстракта плодов 
W. coagulans в нашем исследовании (5 ЕД/мг белка) 
согласуется с литературными данными [10]. По актив-
ности растительный экстракт существенно уступает 
коммерческому, что может быть обусловлено не 
только меньшим содержанием фермента, но и иным 
механизмом его действия. Химозин превосходит все 
альтернативы, поскольку избирательно гидролизует 
Phe105-Met106 связи k-казеина, тогда как растительные 
протеазы могут расщеплять преимущественно другие 
связи, а также α- и β-казеин. В связи с этим требуются 
большие объем фермента и время, чтобы вызвать 
свертывание молока с использованием растительных 
протеаз. Так, было показано что характер гидролиза 
k-казеина и αS-казеина экстрактами W. coagulans иной, 
нежели у реннина, но одинаковый для β-казеина [14]. 
Для сравнения, такие известные ферменты, как бро-
мелаин и папаин, осуществляют гидролиз молока только 
на 17–22% за 5 ч [3]. Хотя путем добавления больших 
концентраций экстракта плодов W. coagulans (100 мкл 
на 1 мл) и можно достичь эффекта, не уступающего 

Рис. 3. Результат коагуляции сухого молока в течение 6 часов при температуре 37 °С и рН 6: 1 – отрицательный контроль; 
2 – 10 мкл экстракта плодов; 3 – 25 мкл экстракта плодов; 4 – 50 мкл экстракта плодов; 5 – 100 мкл экстракта плодов; 
6 – химозин. Результат коагуляции сухого молока в течение 6 часов при температуре 37 °С и рН 4: 7 – отрицательный 
контроль; 8 – химозин
Fig. 3. Powdered milk coagulation for 6 hours at 37 °C and pH 6: 1 – negative control; 2 – 10 μl of fruit extract; 3 – 25 μl  
of fruit extract; 4 – 50 μl of fruit extract; 5 – 100 μl of fruit extract; 6 – chymosin. The result of coagulation of powdered milk  
for 6 hours at 37 °C and pH 4: 7 – negative control; 8 – chymosin

a b

Рис. 4. Время начала коагуляции образцов цельного (а) и сухого (b) молока в зависимости от значения активной 
кислотности и температуры 
Fig. 4. Coagulation onset time of whole (a) and powdered milk (b) depending on the value of active acidity and temperature
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химозину, образующиеся сгустки имеют горький вкус и 
мало подходят для массового изготовления сыра. Более 
темный цвет экстрактов, полученных с использованием 
буфера Трис-HCl, может свидетельствовать о наличии 
в них большего количества других соединений, таких 
как полифенолы, обуславливающие более выраженный 
неприятный вкус. Большее содержание в них белка по 
сравнению с экстрактами плодов говорит о присутствии 
посторонних белков. Проблема может быть решена 
путем очистки протеаз методом диализа и гель-хромато-
графии, хотя это и приведет к удорожанию производства, 
а также добавлению в буферы для экстракции таких 
соединений, как поливинилпирролидон, для удаления 
полифенольных соединений [9].

Следует отметить неоднозначность литературных 
данных об аспартатной протеазе из плодов W. coagulans, в 
частности ее размере и оптимуме активности [10, 14, 17].  
Разнообразие экспериментальных данных может сви-
детельствовать о наличии в этом растении нескольких 
молокосвертывающих ферментов, некоторые из которых 
могут отсутствовать в волосовидных корнях и плодах 
в зависимости от условий культивирования. В нашем 
исследовании не подтверждается положительное влияние 
низкого уровня рН и высоких температур на активность 
экстрактов W. coagulans. Следует также отметить, что 
низкие показатели рН в принципе не подходят для произ-
водства сыра, поскольку вызывают расслоение молока. 

В целом аспартатные протеазы W. coagulans вряд 
ли могут заменить химозин, однако ничем не уступают 
другим растительным ферментам. В связи с более мед-
ленным, чем у ферментов животного происхождения, 
механизмом действия растительные протеазы часто 
рекомендуют использовать не самостоятельно, а в 

качестве добавок при проведении медленной кислотной 
коагуляции с использованием молочнокислых микроор-
ганизмов. Выгодное отличие W. coagulans заключается 
в том, что помимо молокосвертывающих ферментов в 
этом растении содержатся также другие метаболиты – в 
основном стероидные лактоны, относящиеся к группе 
витанолидов и широко применяемые в традиционной 
медицине. Одним из их свойств, востребованных в 
пищевой промышленности, является активность против 
Escherichia coli и ряда других микроорганизмов [12]. 
Молокосвертывающие ферменты могут стать допол-
нительными побочными продуктами производства 
витанолидов из волосовидных корней, а витанолиды 
могут повысить пищевую ценность и срок хранения 
сыров, производимых с помощью таких ферментов. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенного эксперимента нами 

была впервые показана возможность применения 
ферментов, экстрагированных из волосовидных 
корней W. coagulans, в приготовлении сыра. Несмотря 
на меньшую молокосвертывающую активность экс-
трактов корней по сравнению с экстрактом плодов, они 
обладают рядом преимуществ, таких как возможность 
круглогодичного культивирования в биореакторах и 
постоянство химического состава. Корни W. coagulans 
также богаты биологически активными веществами, 
в том числе антибактериальными. Характерный для 
ферментов растительного происхождения длительный 
механизм действия и горький вкус предполагает даль-
нейшее изучение методов выделения и очистки протеаз 
W. coagulans, а также их применения в совокупности 
с молочнокислыми микроорганизмами.
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Исследование неполной медной соли полиакриловой  
кислоты в качестве антисептика для древесины

Е.А. Матвеева , В.Е. Кузнецова, Р.Т. Усманов,  
Д.О. Самульцев, Л.А. Беловежец

Иркутский институт химии им. А.Е. Фаворского СО РАН, Иркутск, Российская Федерация

Аннотация. В настоящее время на рынке представлено огромное разнообразие антисептиков для защиты 
древесины. Тем не менее до сих пор остается актуальным вопрос о поиске новых фунгицидов, которые 
будут соответствовать требованиям, предъявляемым для них, а именно: безопасность как для человека, 
так и для окружающей среды, физическая и химическая стойкость, невысокая стоимость, отсутствие непри-
ятного запаха, отсутствие влияния антисептика на механические свойства древесины и др. Целью настоящей 
работы являлся поиск эффективного фунгицида для древесины, который по возможности будет отвечать всем 
предъявляемым требованиям. Нами была синтезирована неполная медная соль полиакриловой кислоты 
(куприл), охарактеризованная методом инфракрасной спектроскопии. Для оценки биологической актив-
ности использовали соединения на основе полиакриловой кислоты различных молекулярных масс. В ходе 
исследования с помощью атомно-адсорбционной спектроскопии подобран наиболее подходящий метод 
нанесения раствора куприла на древесину. Исследована фунгицидная и антибактериальная активность 
для полученного антисептика. Показано, что наиболее подходящим способом нанесения раствора куприла 
на поверхность древесины является нанесение с последующей температурной сушкой (105 °С). Куприл со 
средней и высокой молекулярной массами оказался наиболее активен против грибов разных таксономи-
ческих групп – Trichaptum laricinum, Trichoderma harzianum, Hormonema macrosporum, а также проявил 
активность против гриба, устойчивого к меди – Fomitopsis pinicola. Проверка антибактериальной активности 
показала, что куприл с разными молекулярными массами полиакриловой кислоты одинаково подавлял рост 
бактерий Enterococcus durans и Bacillus subtilis, однако подавление Escherichia coli наблюдалось только в 
случае наибольшей молекулярной массы. 

Ключевые слова: неполная медная соль полиакриловой кислоты (куприл), антисептик, древесина, выщела-
чивание меди
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Study of partial copper salt of polyacrylic acid  
as a wood antiseptic

Elena A. Matveeva , Victoria E. Kuznetsova, Ruslan T. Usmanov, 
Dmitriy O. Samultsev, Lyudmila A. Belovezhets

A.E. Favorsky Irkutsk Institute of Chemistry SB RAS, Irkutsk, Russian Federation

Abstract. The current market of wood preservatives offers a wide variety of products. However, the search for 
efficient fungicides meeting modern requirements continues to be relevant. Such requirements include safety 
for both humans and the environment; physical and chemical resistance; affordable cost; absence of unpleasant 
odor; absence of effects on the mechanical properties of wood, etc. This study was aimed at obtaining an 
effective fungicide for wood, which could meet all the above requirements. We synthesized a partial copper 
salt of polyacrylic acid (cupril), which was characterized by infrared spectroscopy. The biological activity of the 
substance was assessed using compounds based on polyacrylic acid of various molecular weights. Atomic 
adsorption spectroscopy was used to select the most feasible method for applying a cupril solution onto wood 
surfaces. The fungicidal and antibacterial activity of the obtained antiseptic was studied. The most feasible 
method for covering wood surfaces with a cupril solution was found to be its application followed by thermal drying 
(105 °C). Cupril with medium- and high-molecular weights was established to be most active against fungi of 
different taxonomic groups, including Trichaptum laricinum, Trichoderma harzianum, Hormonema macrosporum, 
also exhibiting activity against such copper-resistant fungi as Fomitopsis pinicola. Antibacterial activity testing 
showed that cupril with different molecular weights of polyacrylic acid equally inhibited the bacterial growth 
of Enterococcus durans and Bacillus subtilis; however, inhibition of Escherichia coli was observed only in the 
case of the highest molecular weight.

Keywords: partial copper salt of polyacrylic acid (cupril), antiseptic, wood, copper leaching
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ВВЕДЕНИЕ 
Древесина является материалом органического 

происхождения и при определенных значениях темпе-
ратуры и влажности легко подвергается разрушению 
грибами, бактериями и термитами. Для снижения 
и/или предотвращения воздействия агентов, раз-
рушающих древесину, и увеличения срока службы 
ее пропитывают различными антисептиками [1]. На 
протяжении многих лет основным биоцидным ком-
понентом, используемым для защиты древесины, 
являлась медь. Еще в XIX в. было обнаружено, что 
смесь из гидроксида кальция, сульфата меди и воды 
(бордосская смесь) эффективно защищает виноградную 
лозу от плесневого гриба Plasmopara viticola [2]. С тех 
пор бордосская смесь приобрела большую популяр-
ность и стала применяться в числе прочего в качестве 
фунгицида для защиты древесных материалов. В 
1897–1898 гг. К.В. Харичковым было предложено 
использовать в качестве антисептика для шпал 1%-й 

раствор нафтената меди в бензине/нефти/мазуте, 
который получали путем взаимодействия медной 
соли с омыленными нафтеновыми кислотами, явля-
ющимися отходами щелочной очистки керосина [3].  
В 1951 г. нафтенат меди был зарегистрирован Соеди-
ненными Штатами Америки в качестве пестицида и до 
сих пор используется как эффективный консервант для 
обработки деревянных изделий [4]. В 1933–1934 гг. 
индийским химиком Сонти Камесамом был изобретен 
и запатентован препарат хромированный арсенат 
меди [5]. Он доминировал на рынке обработанной 
древесины с 1930-х гг. по 2003 г. и применялся для 
пропитки изделий, предназначенных для использо-
вания на открытом воздухе (опоры линий электро-
передач, детские площадки, жилые и коммерческие 
помещения и др.). Однако из-за содержания в составе 
опасных для человека и окружающей среды неоргани-
ческого пятивалентного мышьяка и шестивалентного 
хрома его использование было ограничено и/или  
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запрещено в некоторых странах1,2 [6]. В качестве замены 
на рынке стали внедряться консерванты для древесины 
на основе меди, но без хрома и мышьяка [7]. Одной 
из альтернатив стал антисептик на водной основе, 
содержащий медь и органические биоциды (азолы). 
На сегодняшний день наиболее широко используемым 
консервантом для древесины на их основе является 
Tanalith 1E [8]. Еще одним ярким представителем кон-
серванта на основе меди в сочетании с органическими 
биоцидами является Cu-HDO – продукт хелатирования 
меди и диоксида N-циклогексилдиазениума (HDO). 
Cu-HDO активно используется в Европе с 1988 г. и 
показывает хорошую устойчивость древесины к дере-
воразрушающим грибкам и термитам [9–11]. Тем не 
менее эти антисептики относятся к третьему классу 
опасности, следовательно, остается открытым вопрос 
о поиске более безопасных фунгицидов. В последнее 
время большое внимание уделяется антисептикам 
на основе наночастиц меди. Предполагается, что 
наночастицы способны легко проникать в полости 
древесины, равномерно распределяясь по объему, 
улучшая ее гидрофобные свойства и повышая устой-
чивость к воздействию грибов [12]. Несмотря на 
огромное количество медь-содержащих препаратов 
для защиты древесины, в настоящее время все еще 
существует потребность в получении водорастворимого 
и стабильного антисептического средства на основе 
меди с длительным эффектом. 

Известно, что покрытия на основе полиакриловых 
и полимеракриловых кислот как представителей кар-
боксилсодержащих водорастворимых полимеров 
образуют на поверхности древесины ограниченно 
вымываемую пленку. Это, в свою очередь, влияет 
на проницаемость древесины и усиливает предот-
вращение потери воды с поверхности древесины в 
окружающую среду [13]. Следовательно, представляет 
интерес совмещение свойств подобного полимера 
и медного компонента. 

Целью проведенного нами исследования являлось 
получение эффективного антисептического средства для 
древесины на основе меди и полиакриловой кислоты. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В работе использовали акриловую кислоту ч. (ТУ 

6-09-4131-833), ацетат меди моногидрат ч.д.а. (ГОСТ 
5852-794), пероксодисульфат калия ч.д.а. (ГОСТ 4146-745),  
гидрохинон в/с (ГОСТ 19627-746). В качестве раство-
рителя для приготовления растворов использовали 
дистиллированную воду.

Акриловую кислоту предварительно очищали пере-
гонкой при пониженном давлении (41 °С, 13 мм рт.ст.) 
в присутствии гидрохинона. Полиакриловую кислоту 
получали радикальной полимеризацией акриловой 
кислоты (0,2 моль) в воде при температуре реакционной 
смеси 85 °С, используя K2S2O8 (0,052–1,400 ммоль) в 
качестве инициатора7. Характеристическую вязкость η 
полученных полиакриловых кислот измеряли на виско-
зиметре Оствальда с диаметром капилляра 0,73 мм8. 
Значения молекулярных масс полиакриловой кислоты, 
рассчитанные по уравнению Марка – Куна – Хувинка в 
диоксане [14], составили от 1,1×106 до 6,0×106 г/моль.

Для получения неполной медной соли полиакри-
ловой кислоты (куприла) 2 г полиакриловой кислоты 
растворяли в 100 мл H2O и к полученному раствору 
по каплям добавляли раствор 1,9 ммоль ацетата меди 
в 19 мл H2O при постоянном перемешивании. После 
выпаривания реакционной смеси и высушивания при 
105 °С получали пластинки (2,08 г) синего цвета. 

Инфракрасные (ИК) спектры куприла были получены 
на спектрометре Varian 3100 FT-IR (Varian Medical 
Systems, США) в тонком слое. 

Устойчивость различных антисептиков на основе меди 
к вымыванию из пропитанной древесины оценивали 
с помощью атомно-абсорбционной спектроскопии на 
приборе Shimadzu AA-7000 (Shimadzu Corporation, Киото, 
Япония). Для этого 2%-й раствор куприла наносили на 
поверхность образцов, изготовленных из сосны обыкно-
венной (3,0×3,5×0,5 см), три раза по 0,5 мл раствора. 
В одном случае для увеличения глубины пропитки рас-
твора образцы оставляли при комнатной температуре 
(22 °С) после каждого нанесения антисептика до его 
полного впитывания и затем наносили следующий слой, 
в другом – после каждого нанесение раствора образцы 
сушили при 105 °C в течение 1 часа, обеспечивая 
лишь антисептирование материала [3]. Обработанные 
и высушенные образцы (по 7 штук для каждого анти-
септика) помещали в стакан со 100 мл H2O. Измерения 
методом атомно-абсорбционной спектроскопии про-
водили каждые 5 минут (от 5 до 30 минут) и через 
1 час. Эксперимент проводили в трех повторностях. В 
качестве контроля использовали раствор с исходной 
концентрацией вещества – из готового 2%-го раствора 
куприла отбирали 1,5 мл и растворяли в 100 мл H2O.

Для определения эффективности использования 
куприла против растрескивания использовали свежие 
спилы сосны толщиной 1,0–1,4 см и разных диаметров: 
наибольший диаметр составлял 8,0–8,5 см, средний – 
6,5 см, наименьший – 5,0–5,4 см. Образцы взвешивали, 

1 Wood handbook: wood as an engineering material. Madison: Department of Agriculture, Forest Service, Forest Products 
Laboratory, 2021. 543 p.
2 Cui W. Characterization of arsenic, chromium and copper released from chromated copper arsenate type-C (CCA-C) treated 
southern pine: Ph.D dissertation. Michigan: Michigan State University, 2004. 430 p.
3 ТУ 6-09-4131-83. Акриловая кислота (стабилизированная 0,005% П-метоксифенола) чистый. 15 с.
4 ГОСТ 5852-79. Реактивы. Медь (II) уксусно-кислая 1-водная. Технические условия. М.: Издательство стандартов, 1993. 12 с.
5 ГОСТ 4146-74. Реактивы. Калий надсернокислый. Технические условия. М.: Издательство стандартов, 1983. 10 с.
6 ГОСТ 19627-74. Гидрохинон (парадиоксибензол). Технические условия. М.: Издательство стандартов, 1991. 12 с.
7 Коррозионная стойкость оборудования химических производств. Производство пластмасс: справ. руководство / под ред. 
А.М. Сухотина. Л.: Химия, 1989. 333 с.
8 Торопцева А.М., Белогородская К.В., Бондаренко В.М. Лабораторный практикум по химии и технологии высокомолеку-
лярных соединений / под ред. А.Ф. Николаева. Л.: Химия, 1972. 415 с.
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замачивали в течение 40 минут в 1%-м растворе медной 
соли полиакриловой кислоты с разными молекулярными 
массами (1,7–6,0 млн а.е.м.) и оставляли на воздухе 
при комнатной температуре. В качестве контроля 
использовалась дистиллированная вода. Взвешивание 
образцов проводили через 1,5 часа после замачивания, 
на следующий день, далее каждую неделю. Длительность 
эксперимента составляла 4 недели.

Для определения фунгицидной активности иссле-
дуемых веществ использовались культуры грибов, 
относящиеся к разным таксономическим группам с 
разными типами метаболизма: Fomitopsis pinicola F-1454 
(предоставлен Всероссийской коллекцией микроорга-
низмов (ВКМ), г. Пущино), Trichaptum laricinum F-263 
(предоставлен Всероссийской коллекцией промышленных 
микроорганизмов (ВКПМ), г. Москва), Trichoderma 
harzianum и Hormonema macrosporum (выделены 
нами из зараженной древесины в п. Новая Игирма 
Иркутской области и п. Таежный Красноярского края). 
Культуры депонированы в ВКПМ. Данные грибы являются 
типичными представителями дереворазрушающих и 
деревоокрашивающих грибов в Восточной Сибири. В 
эксперименте использовали стерильные тест-полоски 
фильтровальной бумаги 1×8 см. Равноудаленно от края 
и центра чашки с застывшим сусло-агаром помещали 
кусочки гриба (медленнорастущие грибы высаживали 
за 3 дня до проведения эксперимента), затем по центру 
стерильным пинцетом размещали бумажные полоски. 
200 мкл раствора антисептика наносили на тест-по-
лоску, не допуская растекания вещества по застывшей 
среде. Каждый вариант высевали в пяти повтор-
ностях. Культуры быстрорастущих грибов (Trichaptum 
laricinum и Trichoderma harzianum) инкубировали в 
термостате при температуре 26 °C в течение 7 дней, 
а медленнорастущих (Fomitopsis pinicola и Hormonema 
macrosporum) – 14 дней. Интерпретацию результатов 
проводили визуально и по величине зоны подавления 
роста грибов (в миллиметрах).

Антимикробную активность веществ определяли 
диск-диффузионным методом по отношению к микроор-
ганизмам различных таксономических групп, которые 
часто используются в качестве стандартных тест-объ-
ектов: Bacillus subtilis В-407, Enterococcus durans В-603, 
Escherichia coli B-1238 (предоставлены ВКМ) [15]. 
Культуры выращивались: Bacillus subtilis – на карто-
фельном агаре, Enterococcus durans – на модифициро-
ванной среде для молочнокислых бактерий с Твин-80 
(среда № 75 ВКМ), Escherichia coli – на мясо-пептонном 
агаре. Результат учитывался по диаметру зоны пода-
вления роста (в миллиметрах).

С целью изучения проникновения гифов грибов 
сквозь пленку готовили 2%-е растворы полиакри-
ловой кислоты и куприла, а также стерильную воду и 
наносили на поверхность застывшего сусло-агара в 
чашку Петри в объеме 3 мл до полного смачивания 
всей поверхности, затем лишнее убирали стерильным 
носиком. Помещали чашки Петри в термостат при 
26 °C на сутки для подсыхания растворов. В условиях 
стерильного бокса в центр чашки помещали кусочек 
гриба и инкубировали в термостате в течение 2 суток 
быстрорастущие грибы и 2 недель медленнорастущие. 
Проводили фотофиксацию на микроскопе Optika (SZO-T 
WF10X/22, Италия) при увеличении 0,67 unit. Результаты 

оценивали визуально по качеству и количеству гифов 
на микрофотографиях.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
На первом этапе работы на основе полиакриловой 

кислоты с различными молекулярными массами была 
синтезирована неполная медная соль, охарактери-
зованная по ИК-спектрам. Полиакриловая кислота с 
ионами Cu2+ образует устойчивый комплекс, в котором 
в координационную сферу иона входят две ионизиро-
ванные карбоксильные группы (анионы СОО-). В кар-
боксилатных анионах двойная связь делокализована, 
а валентные колебания связи CO, чувствительные к 
геометрии и окружению группы COO-, расщепляются 
на высокочастотную (as) и низкочастотную (s) состав-
ляющие [16, 17]. В ИК-спектре синтезированного 
куприла (рис. 1) наблюдаются полосы поглощения 
as (COO-) 1614 см-1 и s (COO-) 1548 см-1. Валентные 
колебания бидентатных карбонатов C–O находятся 
в области 1245 см-1. Полоса поглощения в области 
1175 см-1 относится к валентным колебаниям C–O. 
Валентные колебания C=O проявляются в области 
1713 см-1. В ИК-спектрах полимерного металлоком-
плекса наблюдается широкая полоса поглощения 
с участием ОН-групп в интервале 3208–2453 см-1  
(ОН-ассоциированных). 

Рис. 1. Инфракрасный спектр куприла

Fig. 1. Infrared spectrum of cupril

Для оценки степени сохранности полученного ком-
плекса в древесине мы изучили его устойчивость к 
вымыванию из пропитанной древесины с помощью 
атомно-абсорбционной спектроскопии, а также оценили 
эффективность против растрескивания. Кроме того, с 
помощью атомно-абсорбционной спектроскопии под-
бирали наиболее эффективный способ нанесения рас-
твора куприла на поверхность древесины. Оказалось, 
что наиболее эффектный способ для полученного пле-
ночного антисептика – нанесение с последующей тем-
пературной сушкой. В первые 5 минут эксперимента 
количество выщелоченной меди с поверхности дре-
весины при атмосферной сушке выше в 1,8 раза, чем 
при температурной сушке, а спустя 30 минут выше в 
2,8 раза (табл. 1). Вымачивание образцов древесины 
в течение 1 часа приводит к 4,06%-му содержанию 
меди в растворе для антисептика, нанесенного при 
атмосферной сушке, и 2,85%-му – для антисептика, 
нанесенного с использованием температурной сушки, 
при этом исходное содержание меди в растворе кон-
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троля составляет 7,1%. Чтобы оценить эффективность 
пленочного антисептика, мы дополнительно приготовили 
0,38%-й раствор ацетата меди (II), который на поверх-
ности древесины не образует ограниченно вымываемую 
пленку (ацетат меди брали в количестве, используемом 
для синтеза куприла). Поскольку температурная сушка 
антисептика оказалась наиболее эффективным спо-
собом нанесения куприла, в случае ацетата меди (II) 
сушку проводили также при температуре. Показано, 
что ацетат меди быстрее, чем куприл, выщелачивается 
с поверхности древесины (см. табл. 1).

Таблица 1. Количество меди, выщелоченной из образцов 
сосны, пропитанных различными растворами

Table 1. Amount of copper leached from pine samples 
impregnated with different solutions

Время, 
мин

Действующее вещество, температура сушки

Куприл,  
22 °С

Куприл,  
105 °С

Ацетат меди (II), 
105 °С

Количество выщелоченной меди, %

5 0,60±0,03 0,33±0,02 1,68±0,08

10 1,66±0,08 0,49±0,02 1,93±0,10

15 2,66±0,13 1,03±0,05 2,88±0,14

20 3,48±0,17 1,19±0,06 3,30±0,17

25 4,07±0,20 1,48±0,07 5,74±0,29

30 4,32±0,22 1,53±0,08 6,21±0,31

60 4,06±0,20 2,85±0,14 6,74±0,34

Исходная концентрация, %

7,10±0,36 7,10±0,36 7,90±0,40

Несмотря на активное использование на рынке 
пропиток для древесины на основе водорастворимых 

соединений, данных об их эффективности против растре-
скивания крайне мало [18]. Данные по изменению массы 
спилов сосны после замачивания в воде и 1%-м растворе 
куприла с различными молекулярными массами поли-
акриловой кислоты представлены в табл. 2. Оказалось, 
что наибольшее количество раствора впитали в себя 
образцы, обработанные водой. На следующий день 
масса образцов, обработанных куприлом, снизилась 
на 3,6–17,2% от исходной массы сухих образцов, в 
то время как значение массы спилов, обработанных 
водой, было близко к исходному значению массы, а для 
одного образца и вовсе превышало исходное на 5%. 
Спустя неделю средняя потеря массы для образцов A 
составило 41,5%, для образцов B – 39,8%, для образцов 
С – 40,4%, для образцов D – 39,7% (расшифровку 
обозначения образцов см. в табл. 2). По прошествии 
2–5 недель потеря массы в образцах была незначи-
тельной (по сравнению с 1-й неделей) и не превышала 
0,2% для куприлов и 0,18% для воды. Общая потеря массы 
на момент окончания эксперимента не отличалась для 
опытных и контрольных образцов. Таким образом, нане-
сение полиакриловых полимеров не только не снижало 
потери влаги, а увеличивало их. Возможно, это связано 
с особенностями пространственного строения самой 
полиакриловой кислоты. Введение в состав полимера 
меди способствует образованию пористой объемной 
структуры, способной к удерживанию и выведению 
воды за счет капиллярных сил. 

С другой стороны, взаимодействие на поверхности 
раздела фаз может увеличивать количество капиллярной 
воды. Подобные данные были получены для ацетили-
рованных древесных поверхностей [19]. Отсутствие 
видимых трещин на поверхности спилов древесины 
связано с небольшой их толщиной (рис. 2). В этом случае 
при сушке не наблюдается напряжение, обычно при-
водящее к появлению трещин [20].

Таблица 2. Масса спилов сосны в сухом виде и после замачивания их в 1%-м растворе куприла и воды

Table 2. Pine cuts mass in dry form and after soaking them in a 1% solution of cupril and water

Шифр
Масса образцов, г

сухих через 1,5 часа через 1 день через 1 неделю через 2 недели через 3 недели через 4 недели

1A 41,14±0,01 45,78±0,02 37,16±0,01 25,92±0,01 25,84±0,01 25,99±0,01 25,99±0,01

2A 28,15±0,01 30,64±0,01 26,63±0,02 16,33±0,02 16,28±0,02 16,37±0,02 16,38±0,01

3A 20,77±0,02 22,39±0,02 19,86±0,01 11,30±0,01 11,27±0,01 11,33±0,01 11,34±0,01

1B 42,45±0,01 46,59±0,01 37,34±0,01 26,72±0,02 26,66±0,01 26,81±0,02 26,81±0,01

2B 29,83±0,01 32,31±0,02 28,32±0,01 18,22±0,01 18,18±0,01 18,28±0,01 18,28±0,01

3B 18,21±0,01 19,90±0,01 17,55±0,01 10,29±0,01 10,26±0,01 10,32±0,02 10,32±0,01

1C 49,28±0,02 54,16±0,01 46,30±0,01 29,95±0,02 29,86±0,02 30,03±0,01 30,03±0,01

2C 30,58±0,01 33,82±0,02 29,04±0,01 18,16±0,01 18,11±0,01 18,22±0,01 18,19±0,02

3C 17,04±0,01 18,87±0,01 14,10±0,02 9,98±0,01 9,96±0,01 10,02±0,01 10,02±0,01

1D 43,04±0,01 51,09±0,02 45,21±0,01 28,09±0,01 28,01±0,01 28,16±0,01 28,17±0,01

2D 31,09±0,01 35,93±0,01 31,00±0,01 18,54±0,01 18,49±0,01 18,59±0,01 18,60±0,01

3D 22,46±0,01 26,08±0,01 22,45±0,01 12,53±0,02 12,49±0,02 12,57±0,02 12,57±0,01

Примечание. Образцы обработаны: A–С – раствором куприла с различными молекулярными массами полиакриловой 
кислоты: А – 1–2 млн а.е.м., B – 2–3 млн а.е.м., C – 3 и более млн а.е.м.; D – водой.
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Рис. 2. Спилы сосны различного диаметра, обработанные 
(по столбцам): а–с – раствором куприла с различными 
молекулярными массами полиакриловой кислоты:  
a – 1–2 млн а.е.м., b – 2–3 млн а.е.м.,  
c – 3 и более млн а.е.м.; d – водой

Fig. 2. Pine cuts of different diameters treated with  
(by columns): а–с – cupril solution with different molecular 
weights of polyacrylic acid: a – 1–2 million a.m.u.,  
b – 2–3 million a.m.u., c – 3 and more million a.m.u.; d – water 

Нами исследована фунгицидная активность 2%-го рас-
твора куприла с различными молекулярными массами 
исходной полиакриловой кислоты. В качестве контроля 
использовали ацетат меди в том количестве, которое исполь-
зуется для синтеза куприла (1,9 ммоль, 100 мл H2O), а также 
воду. Выяснилось, что наиболее активен против грибов 
разных таксономических групп с разным типом метаболизма 
куприл со средней и высокой молекулярными массами 
(табл. 3, рис. 3). Так, для Trichaptum laricinum максимальная 
зона подавления роста составила 35 мм, для Hormonema 
macrosporum – 11 мм, для Trichoderma harzianum – 8 мм. 
Fomitopsis pinicola куприл подавлял достаточно слабо. В 
то же время Fomitopsis pinicola относится к грибам бурой 
гнили, которые обладают системной устойчивостью к меди. 
В литературе известен лишь один подобный пример, когда 
медьсодержащий препарат проявляет хорошую защиту 
от грибков, устойчивых к меди, и это 8-хинолинолат меди 
(оксин меди). Данное соединение предотвращает продукцию 
щавелевой кислоты в реакции Фентона, которая и обусла-
вливает системную устойчивость грибов бурой гнили [21].

По данным табл. 3, подавление ацетатом меди 
наблюдается только в случае Hormonema macrosporum 
с небольшой зоной подавления – 8 мм. 

Рис. 3. Подавление Trichaptum laricinum:  
a – контроль (вода); b – ацетат меди; с–е – куприл  
с разной молекулярной массой полиакриловой кислоты:  
c – 1–2 млн а.е.м., d – 2–3 млн а.е.м., e – 3 и более млн а.е.м.

Fig. 3. Suppression of Trichaptum laricinum: a – control 
(water); b – copper acetate; с–е – cupryl with different 
molecular weights of polyacrylic acid: c – 1–2 million a.m.u., 
d – 2–3 million a.m.u., e – 3 and more million a.m.u.

Грибы и бактерии, разлагающие древесину, живут 
либо в антагонистическом, либо в мутуалистическом 
симбиозе [22]. Показано, что сбалансированное вза-
имодействие между сообществами бактерий и грибов 
более эффективно разрушает древесину, чем отдельные 
микроорганизмы [23]. В связи с этим для лучшей защиты 
древесины от биодеградации антисептический препарат 
должен обладать не только фунгицидной, но и антибак-
териальной активностями.

Проверка антибактериальной активности показала, 
что все антисептики хорошо подавляли рост бактерий 
Enterococcus durans и Bacillus subtilis (табл. 4). Для Bacillus 
subtilis наибольшая зона подавления роста микроорга-
низма 26 мм наблюдается на фоне применения куприла 
с высокой молекулярной массой полиакриловой кислоты 
(3 и более млн а.е.м.). Кроме того, только куприл с наи-
большей молекулярной массой полиакриловой кислоты 
подавлял рост Escherichia coli (15 мм), в остальных же 
случаях подавления не было вовсе (0 мм).

На следующем этапе была изучена возможность 
проникновения гифов грибов сквозь пленку куприла. 
Полиакриловую кислоту использовали с наибольшей моле-

a b c d
       c             d      e

             a               b

Таблица 3. Фунгицидная активность куприла с разной молекулярной массой полиакриловой кислоты и ацетата меди (II)

Table 3. Fungicidal activity of cupril with different molecular weights of polyacrylic acid and copper acetate (II)

Действующее 
вещество

Концентрация, 
%

Молекулярная масса 
полиакриловой 

кислоты, млн а.е.м.  

Зона подавления роста, мм

Fomitopsis 
pinicola

Trichaptum 
laricinum

Trichoderma 
harzianum

Hormonema 
macrosporum

Вода – – 1±0,03 0 0 1±0,29

Куприл 2,00 1–2 3±0,12 0 2±0,32 9±0,89

Куприл 2,00 2–3 4±0,15 11±0,58 8±0,58 11±0,58

Куприл 2,00 3 и более 3±0,14 35±2,6 1±0,29 9±0,58

Ac2Cu* 0,38 – 0 0 0 8±0,58

Примечание. * – позитивный контроль.
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кулярной массой (3 и более млн а.е.м.). По результатам 
проведенной микроскопии оказалось, что нанесение 
полиакриловой кислоты на поверхность агара никак 
не ухудшило проникновение гифов грибов сквозь ее 
пленку, результаты сопоставимы с контролем (H2O). В 
тоже время нанесение куприла способствовало замед-
лению роста и снижению проникновения в среду агара 
гифов грибов (рис. 4). 

Рис. 4. Проникновение гифов Trichaptum laricinum в агар 
через пленку: a – контроль (вода); b – полиакриловая 
кислота; c – куприл

Fig. 4. Penetration of Trichaptum laricinum hyphae  
into agar through a film: a – control (water);  
b – polyacrylic acid; c – cupril

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, в ходе исследования синтезирован и 

охарактеризован методом ИК-спектроскопии комплекс 
полиакриловой кислоты с катионами Cu2+ с различными 
молекулярными массами полиакриловой кислоты. 
Показано, что наиболее подходящим способом нане-
сения раствора куприла на поверхность древесины 
является нанесение с последующей температурной 
сушкой (105 °С), поскольку выщелачивание меди из 
древесины происходит медленнее, в отличие от сушки 
при комнатной температуре (22 °С). Исследование 
фунгицидных свойств антисептика показало, что при 
использовании куприла со средней молекулярной массой 
полиакриловой кислоты у всех исследуемых грибов, в том 
числе и у Fomitopsis pinicola, наблюдалось наибольшее 
подавление роста. Проверка антибактериальной актив-
ности показала, что куприл с разными молекулярными 
массами полиакриловой кислоты одинаково подавлял 
рост бактерий Enterococcus durans и Bacillus subtilis, 
однако подавление Escherichia coli наблюдалось только 
в случае наибольшей молекулярной массы. 
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Влияние состава питательной среды  
и физиологического состояния экспланта  

на процессы формирования и развития каллусов  
у озимой и яровой пшеницы Triticum aestivum L.

П.А. Федотов* , И.В. Любушкина**

*Иркутский государственный университет, Иркутск, Российская Федерация 
**Сибирский институт физиологии и биохимии растений СО РАН, Иркутск, Российская Федерация 

Аннотация. Каллусные культуры давно используются во многих работах для изучения физиологических процессов 
и влияния факторов окружающей среды на растительный организм. Большое значение, в том числе и для сельского 
хозяйства, имеют каллусные культуры злаков, в частности пшеницы Triticum aestivum L. Тем не менее индукция 
каллуса и его эффективный рост осложняются генетическими и физиологическими особенностями конкретного 
вида или сорта. В связи с этим целью проведенного исследования было изучение особенностей роста каллусных 
культур озимой и яровой пшеницы на разных питательных средах, а также выявление оптимальной среды для 
индукции каллусогенеза и эффективного роста каллусов. В качестве эксплантов использовали зародыши набухших 
и сухих семян. Зародыш изолировали от семени и инкубировали на среду Мурасиге – Скуга, среду Гамборга и 
среду Чу, модифицированную микросолями среды Блейдса, в асептических условиях. В качестве регулятора 
роста использовали 2,4-дихлорфеноксиуксусную кислоту в концентрации 2,5 мг/л. Зародыши культивировали 
в течение 3 недель в темноте при температуре 26 °С. Для оценки эффективности питательных сред регистри-
ровали частоту каллусогенеза и прирост биомассы каллуса. Активная индукция каллусогенеза наблюдалась 
на всех используемых средах в культуре сухих зародышей озимой и яровой пшеницы. В случае использования 
набухших зародышей максимальная частота каллусообразования у озимой пшеницы наблюдалась на среде 
Мурасиге – Скуга, у яровой – на среде Гамборга. Учитывая скорость роста каллусов, наиболее подходящими 
для культивирования эксплантов озимой пшеницы были среды Мурасиге – Скуга и Чу, а для культивирования 
эксплантов яровой пшеницы – среда Гамборга. 

Ключевые слова: Triticum aestivum L., зрелые зародыши, среда Гамборга, среда Чу, среда Мурасиге – Скуга
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Effect of culture medium and physiological state  
of the explant on callus formation and development  

in winter and spring wheat (Triticum aestivum L.)

Pavel A. Fedotov* , Irina V. Lyubushkina**

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

Abstract. Callus cultures have long been used in many works to study physiological processes and the effects of 
environmental factors on plant organisms. Of great importance, including for agriculture, are the callus cultures of 
cereals, specifically Triticum aestivum L. (wheat). However, callus induction and its effective growth are complicated 
by the genetic and physiological characteristics of a particular species or cultivar. In this connection, the study was 
aimed at examining the growth of callus cultures of winter and spring wheat on different growth media, as well as 
identifying the optimal medium for callus induction and effective callus growth. As explants, the study used the germs 
of imbibed and dry seeds. The germ was isolated from the seed and incubated on Murashige and Skoog medium, 
Gamborg medium, and Chu medium (modified with the microsalts of Blaydes medium) under aseptic conditions.  
As a growth regulator, the study used 2,4-dichlorophenoxyacetic acid at a concentration of 2.5 mg/L. The germs 
were cultivated for three weeks at 26 °С in the dark. In order to evaluate the effectiveness of culture media, the 
callus formation rate and callus biomass growth were recorded. Active callus induction was observed in the culture 
of dry winter and spring wheat germs on all of the used media. In the case of imbibed germs, the maximum callus 
formation rate in winter wheat was observed on Murashige and Skoog medium, whereas in spring wheat, it was 
observed on Gamborg medium. In terms of the callus growth rate, Murashige and Skoog medium and Chu medium 
were found to be more appropriate for cultivating winter wheat explants, while Gamborg medium showed better 
results for cultivating spring wheat explants.

Keywords: Triticum aestivum L., mature germs, Gamborg medium, Chu medium, Murashige and Skoog medium
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ВВЕДЕНИЕ
Каллус представляет собой однородную массу недиф-

ференцированных тотипотентных клеток, образующихся 
из раневой меристемы, способных делиться при благо-
приятных условиях и достаточной концентрации ростовых 
факторов и питательных веществ [1]. Каллусные культуры 
используются во многих исследовательских работах [2], 
в том числе для изучения процессов роста и деления 
клеток [3], а также для определения специфичности ответа 
растения на действие стрессовых факторов различного 
происхождения [4]. При получении каллусной культуры 
необходимо учитывать не только состав питательной 
среды, но и физиологическое состояние экспланта и 
его локализацию в растительном организме. От локали-
зации зависит генетическая стабильность материала [5], 
что важно учитывать при длительном культивировании. 
Локализация экспланта и его физиологическое состояние 

также определяют особенности накопления различных 
метаболитов и регенеративную способность [6].

Существуют стандартные методы культивирования 
каллусных культур, однако при работе с определенным 
объектом могут возникнуть трудности, обусловленные 
его сорто- и видоспецифичностью [7]. В этом случае 
требуется адаптировать условия культивирования к 
данному объекту, что может отражаться в изменении 
состава питательной среды [8]. Сорто- и видоспецифич-
ность растения может проявляться в особенностях мета-
болизма и способностью к накоплению определенных 
соединений [9–11], особенностях оптимума условий 
культивирования [12] и ответной реакции растения 
на стрессовые факторы [13]. Совокупность данных 
факторов может затруднить применение питательных 
сред стандартного состава, что делает необходимой 
их модификацию путем добавления или исключения 
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отдельных компонентов либо изменения их концен-
трации [14].

В рамках нашего исследования работа проводилась 
с использованием озимой и яровой форм пшеницы 
Triticum aestivum L., относящейся к семейству злаковых. 
Выращивание каллусных культур осложняется их генети-
ческой и эпигенетической изменчивостью, что приводит 
к возникновению сомаклональных вариаций [15, 16], 
и высокой селективностью к составу питательной 
среды [17]. Кроме этого, серьезной проблемой, воз-
никающей при культивировании зрелых зародышей 
пшеницы in vitro, является их низкая способность к 
регенерации и каллусогенезу [18]. Оптимизация условий 
культивирования и состава питательных сред необ-
ходимы в большинстве случаев для повышения про-
лиферативной способности изучаемого объекта [19]. 
Такие подготовительные эксперименты трудоемки и 
занимают немало времени, поэтому исследования, 
посвященные сравнению особенностей каллусогенеза 
у сложных для перевода в условия in vitro объектов, 
весьма актуальны, поскольку позволяют получить необхо-
димый результат с меньшими трудозатратами. Зачастую 
исследователи выбирают среду Мурасиге – Скуга без 
проведения предварительного анализа, однако для 
некоторых форм злаков могут использоваться с большей 
эффективностью и другие среды, которые позволят 
достичь желаемого результата за более короткий срок. 
В связи с этим в нашей работе впервые проведено 
сравнение особенностей каллусогенеза у двух форм 
мягкой пшеницы (озимой и яровой) на различных по 
составу средах с использованием различающихся по 
физиологическому состоянию эксплантов – зрелых 
зародышей, изолированных из сухих и набухших семян. 
Для определения чувствительности каллусной культуры 
к составу питательной среды использовали среду 
Мурасиге – Скуга (МС), среду Гамборга (B5) и среду 
Чу (N6), модифицированную добавлением микросолей 
среды Блейдса [20]. МС считается универсальной средой 
при работе с каллусными культурами различных видов 
растений, однако среды B5 и N6 также находят свое 
применение, в том числе при работе со злаковыми 
культурами [21, 22]. 

Целью представленного исследования являлось 
проведение сравнительного анализа каллусогенеза 
и роста каллусных культур озимой (сорт Иркутская) и 
яровой (сорт Новосибирская 29) пшеницы на разных 
питательных средах при использовании различающихся 
по физиологическому состоянию эксплантов и выяв-
ление наиболее оптимальных условий культивирования 
и состава среды. Проводился учет прироста биомассы 
каллусов и частоты их образования, так как эффек-
тивность культивирования обуславливается обычно 
совокупностью этих параметров [23, 24].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В качестве объекта исследования использовали 

зрелые сухие и набухшие семена озимой (сорт Иркутская) 
и яровой (сорт Новосибирская 29) форм пшеницы 
Triticum aestivum L. Семена предварительно обраба-
тывали мыльным раствором и помещали в 1%-й раствор 
KMnO4 для стерилизации на 20 мин. Для набухания 
семена впоследствии выдерживали в дистиллированной 
воде 24 ч. Для изоляции сухих зародышей использо-

вались семена сразу после стерилизации KMnO4, а 
для изоляции набухших зародышей – семена после 
стерилизации и процедуры набухания. Изолированные 
зародыши дополнительно стерилизовали 5%-м раствором 
гипохлорита натрия в течение 20–30 мин, после чего 
трижды промывали стерильной дистиллированной водой.

После получения и стерилизации растительного мате-
риала зародыши помещались на твердые питательные 
среды: среду МС, среду B5 и среду N6, модифициро-
ванную микросолями Блейдса. В качестве источника 
углеводов использовали сахарозу в конечной концен-
трации 3%. Все среды содержали в своем составе: пири-
доксин (1 мг/л), никотиновую кислоту (0,5 мг/л), глицин 
(2 мг/л) и миоинозитол (0,001%). Содержание тиамина в 
средах МС и N6 составило 1 мг/л, а в среде B5 – 10 мг/л. 
Среда N6 содержала также аскорбиновую кислоту (1 мг/л).  
В качестве стимулятора роста использовали 2,4-дихлор-
феноксиуксусную кислоту (2,4-Д) в концентрации 
2,5 мг/л. Культивирование эксплантов проводилось при 
постоянном температурном режиме 26 °С в темноте 
в течение 3 недель.

По истечении периода культивирования проводился 
учет каллусообразования. Для этого рассчитывали отно-
шение образовавшихся каллусов к числу посаженных 
эксплантов. В этот же период с интервалом в 1 неделю 
проводился учет прироста сырой биомассы каллусов 
(в миллиграммах). Для этого каллус извлекали из пита-
тельной среды и взвешивали на аналитических весах. 
Определение вышеописанных параметров проводилось 
не менее чем в трех повторностях (n = 3). Нормальность 
распределения определяли с помощью теста Шапиро – 
Уилкса. Данные представлены как M±SD. Статистическую 
значимость различий между вариантами определяли с 
помощью ANOVA. Различающиеся варианты отмечены 
на графиках и диаграммах разными буквами при  
p < 0,05.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В работе регистрировались такие параметры, как 

частота каллусообразования и прирост биомассы 
каллуса в процессе культивирования изолированных 
зрелых зародышей сухих и набухших семян озимой и 
яровой пшеницы. Так как при набухании зародышей 
происходит интенсификация обмена веществ, можно 
предположить, что данный фактор способен оказать 
влияние на частоту каллусогенеза и прирост биомассы. 
Выявление чувствительности изучаемых сортов пшеницы 
к изменению состава питательной среды и его опти-
мизация явились важными аспектами нашей работы.

Использование двух различных форм пшеницы – 
озимой и яровой – было обусловлено необходимостью 
выявить, как влияют их физиологические и генетические 
различия на рост каллусных культур исследуемых сортов. 
Как известно, озимая и яровая формы пшеницы отли-
чаются по времени колошения и реакции на длину 
светового дня, что обусловлено наличием разного 
состояния аллелей генов Vrn-A1 Vrn-B1 Vrn-D1 [25]. 
Было предположено, что предварительное замачивание 
семян может способствовать ускоренной адаптации 
эксплантов при введении в культуру и повысить частоту 
деления клеток.

Обнаружено, что при культивировании зародышей, 
изолированных из сухих семян, частота образования 
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каллусов у озимой и яровой пшеницы статистически 
значимо не различалась и составляла примерно 70% на 
всех исследуемых средах (рис. 1). В работе [26] частота 
каллусообразования на среде МС у озимых и яровых 
сортов также была близкой к 70%, что согласуется с 
полученными нами результатами. 
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Рис. 1. Влияние состава среды культивирования  
на частоту каллусообразования в культуре зародышей 
озимой пшеницы, изолированных из сухих и набухших 
семян (M±SD, n = 3–5; статистически значимых различий 
выявлено не было)

Fig. 1. Effect of the cultivation medium composition  
on the frequency of callus formation in the culture of winter 
wheat embryos isolated from dry and swollen seeds  
(M±SD, n = 3–5; there were no statistically significant 
differences)

При культивировании зародышей озимой пшеницы, 
полученных из набухших семян, максимальная частота 
каллусообразования наблюдалась на средах МС и N6 и 
была равна примерно 60–70%, что соответствовало пока-
зателям, рассчитанным при анализе культивирования 
зародышей сухих семян (рис. 2). В работе [18], посвя-
щенной изучению каллусогенеза пшеницы, авторами 
которой также использовались зародыши, извлеченные из 
набухших семян, частота каллусообразования по окончании 
культивирования на среде МС составляла примерно 76%, 
что сопоставимо с результатами нашей работы. 
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Рис. 2. Влияние состава среды культивирования  
на частоту каллусообразования в культуре зародышей 
яровой пшеницы, изолированных из сухих и набухших 
семян (M±SD, n = 3–5; статистически значимых различий 
выявлено не было)

Fig. 2. Effect of the cultivation medium composition  
on the frequency of callus formation in the culture of spring 
wheat embryos isolated from dry and swollen seeds  
(M±SD, n = 3–5; there were no statistically significant 
differences)

У яровой пшеницы максимальная частота каллу-
согенеза наблюдалась, напротив, на среде B5 и также 
составила примерно 70% (см. рис. 2). В целом зна-
чения частоты каллусообразования при использовании 
набухших зародышей были более вариабельны, что 
доказывает их большую чувствительность к составу 
среды, в то время как культивирование зародышей, 
не подвергавшихся набуханию, показало стабильно 
высокую частоту каллусогенеза на всех трех средах. 

Частота каллусообразования, отмеченная на среде 
МС после культивирования зародышей, изолированных 
из сухих семян, независимо от формы пшеницы, оста-
валась стабильно высокой и составила примерно 60%. 
В исследовании [27] при культивировании зрелых заро-
дышей нескольких сортов яровой пшеницы на среде MC 
средняя частота каллусообразования также составляла 
около 60%. Относительно высокая и стабильная индукция 
каллусогенеза может свидетельствовать о высокой адап-
тационной способности эксплантов, изолированных 
из сухих семян яровой пшеницы различных сортов, к 
составу данной среды.

Образование каллусов может являться промежу-
точным этапом получения растений-регенерантов [28, 29]. 
Следует отметить, что в ряде работ для повышения 
частоты образования каллусов, а также индукции мор-
фогенеза в культуре могут использоваться не только 
растительные гормоны в различных концентрациях, 
но и наночастицы различных металлов [29–31]. Тем не 
менее обычно в таких работах не учитывается скорость 
прироста биомассы каллусов, хотя данный показатель 
может отражать физиологическое состояние каллуса 
и степень адаптации к составу среды. В ходе нашей 
работы был осуществлен анализ прироста массы кал-
лусов озимой и яровой пшеницы на трех питательных 
средах и проведено сравнение скорости прироста 
биомассы каллусов в зависимости от физиологиче-
ского состояния эксплантов, изолированных из сухих 
или набухших семян. Известно, что предварительное 
замачивание семян увеличивает содержание воды в 
клетках семени и стимулирует активность гидролити-
ческих ферментов (амилазы, целлюлазы, ксилазы), 
преобразующих высокомолекулярные запасные 
вещества в более доступные простые соединения [32]. 
При достаточном содержании воды семя переходит к 
стадии прорастания, или стадии активного роста [33]. 
При этом происходит активация клеточного цикла и 
изменение гормонального состава в семени [34]. Эти 
факторы могут способствовать более быстрой адаптации 
клеток экспланта к условиям in vitro и обеспечивать 
высокую скорость роста. 

Действительно, сравнение скоростей роста каллусов, 
изолированных из сухих и набухших семян, показало, что 
высокие скорости роста были характерны для каллусов, 
полученных из зародышей набухших семян. Так, при 
культивировании зародышей озимой пшеницы, изо-
лированных из сухих семян, максимальный прирост 
биомассы каллусов наблюдался на среде МС, и к концу 
культивирования средняя масса одного каллуса была 
примерно 45 мг. На средах N6 и B5 этот показатель был 
ниже почти в 2 раза и составлял примерно 28 и 20 мг 
соответственно (рис. 3, а). 

При изучении прироста биомассы каллусов озимой 
пшеницы в культуре зародышей, изолированных из 
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набухших семян, по истечении периода культивиро-
вания средняя масса каллуса была примерно в 2 раза 
выше (рис. 3, b), чем в предыдущем эксперименте при 
культивировании зародышей сухих семян (см. рис. 3, а).  
Максимальный рост каллусов наблюдался на среде МС – 
после 1 недели масса каллуса достигала примерно 
45 мг, что было сопоставимо с результатом, полученным 
после 3 недель культивирования на той же среде заро-
дышей, изолированных из сухих семян (см. рис. 3, b). 
К концу 3-й недели масса каллусов достигала примерно 
75 мг, что было выше полученного результата при культи-
вировании зародышей, изолированных из сухих семян, 
примерно в 2 раза. Показатели роста, полученные при 
культивировании эксплантов на средах N6 и B5, также 
более чем в 2 раза превышали показатели, полученные 
при культивировании зародышей сухих семян на тех 
же средах, и достигали примерно 60 и 65 мг соответ-
ственно (см. рис. 3, b).
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Рис. 3. Влияние состава среды культивирования  
на прирост биомассы каллусов в культуре зародышей 
озимой пшеницы: а – изолированных из сухих семян;  
b – изолированных из набухших семян (M±SD, n = 3–5)

Fig. 3. Effect of the cultivation medium composition  
on the growth of callus biomass in the culture of winter 
wheat embryos: a – isolated from dry seeds; b – isolated 
from swollen seeds (M±SD, n = 3–5)

В случае культивирования зародышей яровой 
пшеницы, изолированных из сухих семян, наблюдался 
стабильный прирост биомассы на всех используемых 
средах и к концу 1-й недели культивирования показатели 
были примерно равны и значимо не различались – они 
составляли 22–28 мг (рис. 4, b). Следует отметить, что 
после 1 недели культивирования масса каллусов не 
достигала даже 10 мг как у яровой, так и у озимой 
пшеницы на всех трех средах, что могло быть связано с 
состоянием покоя, в котором находились сухие семена, 
и адаптацией изолированных клеток к питательной среде 
(см. рис. 3, а; рис. 4, а). 

По результатам культивирования зародышей 
яровой пшеницы, изолированных из набухших семян,  

к концу 3-й недели показатели массы на всех трех средах 
были примерно равны и составляли около 60 мг, что 
почти в 3 раза больше показателей, полученных при 
культивировании сухих семян (см. рис. 3, а). 

Таким образом, при использовании в качестве 
эксплантов зародышей набухших семян высокая ско-
рость прироста биомассы каллуса наблюдалась как 
у озимой, так и у яровой пшеницы вне зависимости 
от состава среды, что может быть обусловлено уско-
ренным обменом веществ [32–34] и, как следствие, 
более быстрой адаптацией изолированных клеток 
к питательной среде [34]. Повышенная адаптивная 
способность клеток может объясняться активацией 
ферментов, мобилизацией питательных веществ, а 
также ускоренным синтезом стрессовых белков и 
включением механизмов антиоксидантной защиты 
в адаптивный процесс [35, 36]. 

В соответствии с изложенным в данной работе 
установлено, что для получения стабильной каллусной 
культуры у озимой пшеницы можно использовать не 
только среду МС, но также среды N6 и B5, на что указывают 
высокая частота каллусогенеза и скорость роста кал-
лусов (см. рис. 1, 3, а, b). Для получения культуры яровой 
пшеницы предпочтительнее выбирать среды N6 и B5. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В ходе проведенного исследования установлено, 

что состав питательной среды не оказывал серьезного 
воздействия на частоту каллусообразования озимой и 
яровой пшеницы при культивировании зародышей, изо-
лированных из сухих семян. Результат культивирования 
показал стабильно высокую частоту каллусогенеза на 
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Рис. 4. Влияние состава среды культивирования  
на прирост биомассы каллусов в культуре зародышей 
яровой пшеницы: а – изолированных из сухих семян;  
b – изолированных из набухших семян (M±SD, n = 3–5)
Fig. 4. Effect of the cultivation medium composition  
on the growth of callus biomass in the culture of spring 
wheat embryos: a – isolated from dry seeds; b – isolated 
from swollen seeds (M±SD, n = 3–5)
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всех используемых средах как у озимой, так и у яровой 
пшеницы, что позволяет рекомендовать сухие зародыши 
в качестве эксплантов без необходимости адаптации 
состава среды культивирования.

Выявлено, что состав сред МС и N6 был наиболее 
подходящим для культивирования зародышей озимой 
пшеницы, изолированных из набухших семян. В случае 
яровой пшеницы оптимальными средами для культивиро-
вания зародышей набухших семян являлись среды N6 и B5.

Более активный рост биомассы первичных каллусов 
происходил при использовании зародышей, изолиро-
ванных из набухших семян, при этом максимальный 
рост наблюдался у озимой пшеницы на среде МС. Низкие 
показатели роста каллусов яровой пшеницы могли быть 
обусловлены ее большей чувствительностью к составу 
среды, о чем свидетельствовала в числе прочего и 
высокая вариабельность частоты каллусогенеза яровой 
пшеницы на разных средах.
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Гидропонное выращивание кок-сагыза и крым-сагыза  
на торфяном субстрате для получения натурального каучука
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Аннотация. В настоящее время основным источником натурального каучука является гевея бразильская 
(Hevea brasiliensis). Актуальность поиска альтернативных источников натурального каучука связана с зависи-
мостью его производства лишь от одного вида растения, изменениями климата и распространением грибковых 
заболеваний. Лучшей альтернативой гевее бразильской являются каучуконосные одуванчики Taraxacum 
kok-saghyz Rodin, Taraxacum hybernum Steven, Taraxacum pobedimovae Schischk и некоторые другие. Ввиду 
большого числа проблем, возникающих при полевом возделывании каучуконосных одуванчиков, целью 
проведенной работы стали исследования по их гидропонному выращиванию. В испытанной нами технологии 
для выращивания каучуконосных одуванчиков были использованы стандартная гидропонная установка, 
твердый грунт в виде нейтрального торфа, 1/8 раствора Хогланда – Арнона, а также биопрепараты Фитоспо-
рин-М (Bacillus subtilis) и Триходерма вериде (Trichoderma viride). Наибольшую сырую и сухую массу корней 
набирали гидропонные Taraxacum kok-saghyz, причем в 10 раз большую, чем при выращивании в почвенных 
условиях. Тем не менее наибольшее содержание каучука на сухую массу корней было обнаружено у гидро-
понных Taraxacum pobedimovae. В целом наилучшие показатели продукции каучука на объем использо-
ванного торфа были характерны для гидропонных Taraxacum kok-saghyz и Taraxacum pobedimovae, тогда как 
для почвенных одуванчиков этот показатель был на порядок ниже. Полноценные зрелые семена в условиях 
гидропоники дали только Taraxacum pobedimovae и Taraxacum hybernum. С учетом накопления биомассы 
корней и каучука, а также семенной продуктивности наиболее предпочтительным для гидропонного выращи-
вания является Taraxacum pobedimovae.

Ключевые слова: Taraxacum kok-saghyz, Taraxacum hybernum, Taraxacum pobedimovae, кок-сагыз, крым-сагыз, 
натуральный каучук, гидропоника
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Hydroponic cultivation of kok-saghyz and krim-saghyz  
on a peat substrate for natural rubber production

Bulat R. Kuluev* , Alexey N. Petrovichev**, Gabit T. Bari***

*Institute of Biochemistry and Genetics, Ufa Federal Research Center RAS, Ufa, Russian Federation
**OOO Gala-studio, Moscow, Russian Federation
***Kazakh National Agrarian Research University, Almaty, Republic of Kazakhstan

Abstract. Natural rubber is currently obtained primarily from Hevea brasiliensis. Due to the dependence of natural 
rubber production on only one plant species, climate changes, and the spread of fungal diseases, it is relevant 
to find alternative sources. The best alternatives to Hevea brasiliensis include rubber dandelions Taraxacum 
kok-saghyz Rodin, Taraxacum hybernum Steven, and Taraxacum pobedimovae Schischk, as well as several others. 
Due to the large number of problems arising in the cultivation of rubber-bearing dandelions in soil, this work was 
aimed at studying their hydroponic cultivation. The tested technology for growing rubber-bearing dandelions used 
a standard hydroponic system, hard soil (neutral peat), and 1/8 Hoagland-Arnon solution, as well as Phytosporin-M 
(Bacillus subtilis) and Trichoderma viride. The highest wet and dry weights of roots were found in hydroponically 
grown Taraxacum kok-saghyz, which were ten times higher than those of plants cultivated in soil. The highest 
rubber content per dry weight of roots was found in hydroponically grown Taraxacum pobedimovae. The best rubber 
yield per the volume of used peat was observed in hydroponically grown Taraxacum kok-saghyz and Taraxacum 
pobedimovae; in the dandelions grown in soil, this parameter was found to be an order of magnitude lower. Only 
Taraxacum pobedimovae and Taraxacum hybernum produced fully mature seeds under hydroponic conditions. Taking 
the accumulation of root biomass and rubber into account, as well as seed production, Taraxacum pobedimovae 
is preferred for hydroponic cultivation.

Keywords: Taraxacum kok-saghyz, Taraxacum hybernum, Taraxacum pobedimovae, kok-saghyz, krim-saghyz, natural 
rubber, hydroponics
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ВВЕДЕНИЕ
Натуральный каучук представляет собой полимер, 

состоящий из цис-1,4-полиизопрена, является очень 
важным сырьем, используемым для производства более 
50000 изделий [1] и особо ценится в таких отраслях, 
как транспорт, медицина и оборона [2]. Количество и 
относительная доля натурального каучука в резиновых 
изделиях увеличились за последние 35 лет. Так, в 1981 г. 
на натуральный каучук приходилось 30% всего каучука 
(натурального и синтетического), используемого в мире, 
а к 2013 г. эта доля уже увеличилась до 42% [3]. Это 
связано с тем, что натуральный каучук из растений 
может превосходить каучук из нефти по некоторым 
параметрам: полимер натурального каучука имеет 
гораздо более высокую молекулярную массу по срав-
нению с синтетическим полиизопреновым каучуком, 
также устойчивое и возобновляемое производство 
растительного каучука считается более эффективным 
и экологичным, чем переработка невозобновляемой 
нефти [4, 5]. Натуральный каучук обладает превос-
ходными эластичностью, липкостью, прочностью, тер-
мическими свойствами, сопротивлением истиранию 
и ударопрочностью по сравнению с синтетическим 

каучуком, что объясняется его уникальной молеку-
лярной структурой и высокой молекулярной массой 
(более 1 млн г/моль) [6]. Согласно многочисленным 
литературным данным, каучук способны синтезировать 
более 2500 видов двудольных растений [7]. Тем не 
менее источником высококачественного каучука с 
большой молекулярной массой были признаны лишь 
несколько видов растений, которые можно использовать 
в производственных масштабах. Наиболее известные 
из них это гевея бразильская (Hevea brasiliensis 
(Willd. ex A. Juss.) Müll. Arg.), гваюла (Parthenium argen-
tatum Grey) и одуванчик кок-сагыз (Taraxacum kok-
saghyz Rodin [5, 8]. Малоизвестны произрастающие на 
Крымском полуострове одуванчик осенний (Taraxacum 
hybernum Steven) и претендующий на статус отдельного 
вида одуванчик Победимовой (Taraxacum pobedimovae 
Schischk.) [9], которые с 30-х гг. XX века были известны 
под названиями буросемянная и розовосемянная 
формы крым-сагыза соответственно [10]. В связи с 
этим термин «крым-сагыз» по сути относится к этим 
двум предполагаемым видам одуванчиков и в даль-
нейшем под крым-сагызом будут подразумеваться 
оба близкородственных вида крымских одуванчиков. 
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На сегодняшний день лишь растение H. brasiliensis, 
культивируемое в основном в странах Азиатско-Ти-
хоокеанского региона, является источником почти 
всего натурального каучука в мире [11]. Однако урожай 
гевейного каучука сильно зависит от природных условий 
и к проблемам изменения климата и опасного гриб-
кового заболевания, вызываемого Microcyclus ulei, 
добавляется нестабильность цен. Исходя из понимания 
этих проблем, внедрение в производство альтернативных 
каучуковых культур, обеспечивающих географическое 
и генетическое разнообразие в мировых масштабах, 
будет позитивно влиять на торговлю каучуком, одно-
временно снижая волатильность цен и обеспечивая 
надежность поставок. На первое место в поисках 
альтернативных каучуконосов выходит T. kok-saghyz, 
который уже успешно выращивался в промышленных 
масштабах в XX веке. В XXI веке во многих странах 
снова начался сбор ресурсов зародышевой плазмы 
и стали проводиться фундаментальные исследования 
этого растения [12, 13]. Корни кок-сагыза и крым-
сагыза, по разным данным, могут содержать от 3 до 28% 
натурального каучука в пересчете на сухую массу с 
очень похожими по макромолекулярной структуре и 
составу характеристиками, присущими для H. brasil-
iensis [8, 14–16]. Тем не менее кок-сагыз и крым-сагыз 
до сих пор не удается полноценно одомашнить и эти 
растения имеют несколько присущих им проблем, таких 
как потребность в постоянном увлажнении почвы во 
время прорастания и первого месяца роста, очень 
медленная скорость роста, низкая конкурентоспо-
собность с сорняками, значительный выход каучука 
только в период созревания, а для кок-сагыза еще и 
высокая степень гетерозиготности и самонесовме-
стимость [2, 5]. Минусами полевого возделывания 
также являются низкая всхожесть семян кок-сагыза 
и крым-сагыза, неравномерное созревание семян и 
их потеря, высокая подверженность воздействию вре-
дителей, отсутствие специальной техники для посева, 
сбора семян и уборки корней, а также необходимость 
большого количества горюче-смазочных материалов. 
В этой связи может быть предложена гидро- и аэро-
понная технология выращивания каучуконосных видов 
одуванчика [17, 18]. Благодаря ее использованию могут 
быть решены проблемы с сорняками, вредителями, 
непредсказуемостью погодных условий и необходи-
мостью наличия специальной техники для сбора урожая, 
к тому же корни будут чистыми и не будут требовать 
этапа мойки. Подобные технологии на сегодняшний 
день разработаны для кок-сагыза в США и Германии 
на основе гидропоники. Известен также способ аэро-
понного выращивания кок-сагыза [19]. Ранее нами 
проведены работы как по гидропонному [18], так и по 
аэропонному выращиванию каучуконосных одуван-
чиков [17]. Однако в этих условиях одуванчики росли 
довольно медленно и накапливали мало каучука. Можно 
предположить, что при использовании твердого грунта 
и полезной микрофлоры накопление каучука увели-
чится. В связи с этим целью данного исследования 
стало испытание комбинированной технологии выра-
щивания каучуконосных одуванчиков, совмещающих 
гидропонику и почвенное выращивание. В испытанной 
нами технологии для выращивания каучуконосных 
одуванчиков был использован твердый грунт в виде 

нейтрального торфа, раствор Хогланда – Арнона, а 
также биопрепараты Фитоспорин-М (Bacillus subtilis) 
и Триходерма вериде (Trichoderma viride).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В работе использованы семена T. kok-saghyz линии 

Saryjaz (с. Сарыжаз, Казахстан). Семена T. hybernum 
(буросемянная форма крым-сагыза) и T. pobedimovae 
(розовосемянная форма крым-сагыза) репродуцированы 
в г. Уфе из семян, собранных ранее на Крымском полу-
острове старшим научным сотрудником Карадагской 
научной станции кандидатом биологических наук 
А.В. Фатерыгой [10]. Семена козлобородника большого 
Tragopogon major Jacq. собраны в г. Уфе.

Семена каучуконосных одуванчиков и козлобородника 
вначале замачивали в чистой воде комнатной температуры 
в чашках Петри с фильтровальной бумагой и проводили 
их стратификацию в бытовом холодильнике при темпе-
ратуре от 3 до 5 °С в течение 1 недели. Дальнейшее 
выращивание растений проводили в четырехуровневой 
гидропонной установке МГУ-3-3/4 («Промгидропоника», 
Россия) с искусственным освещением (освещенность 
около 10000 люкс, белые светодиодные лампочки) в 
режиме 16 ч день / 8 ч ночь. Время выращивания рас-
тений от посева семян в грунт до сбора корней заняло 
3 месяца. В качестве грунта использовали торф нейтра-
лизованный Veltorf (Россия), который в ходе экспери-
мента ни разу не меняли и не обновляли. Семена после 
холодовой стратификации переносили по 4 штуки на 
каждый гидропонный сосуд объемом 300 мл. В системе 
автополива в качестве минерального питания во все 
периоды вегетации использовали раствор 1/8 концен-
трации смеси Хогланда – Арнона: Ca(NO3)2 • 4H2O (0,6 мМ), 
KNO3 (0,6 мМ), KH2PO4 (0,1 мМ), MgSO4 • 7H2O (0,1 мМ), 
KCl (12 мкМ), H3BO3 (6 мкМ), MnCl2 • 4H2O (0,6 мкМ), 
ZnSO4 • 7H2O (0,4 мкМ), CuSO4 • 5H2O (0,35 мкМ), 
(NH4)6Mo7O24 • 4H2O (0,01 мкМ), Co(NO3)2 • 6H2O (0,02 мкМ), 
Fe-EDTA (10 мкМ), NaOH (25 мкМ). Настройки автополива 
были следующими: в первый месяц выращивания вклю-
чение полива через каждые 6 ч (4 полива в сутки), во 
второй месяц – через каждые 8 ч (3 полива в сутки), в 
третий месяц – 1 полив в сутки. Каждый раз система 
автополива включалась на 5 мин. Расход питательной 
смеси составил около 60 л в месяц. В общем в ходе 
всего эксперимента для четырехуровневой гидропонной 
установки было использовано 180 л раствора 1/8 кон-
центрации смеси Хогланда – Арнона, что эквивалентно 
22,5 л однократного раствора Хогланда – Арнона. Для 
защиты растений от фитопатогенов и улучшения роста 
растений использовали коммерчески доступные препараты 
бактерий Bacillus subtilis (Фитоспорин-М универсальный, 
10 г, «Башинком», Россия) и грибов Trichoderma viride 
(Триходерма вериде, 30 г, «Ваше хозяйство», Россия). 
Эти биопрепараты добавляли в бак гидропонной уста-
новки 3 раза за все время опыта (по 1 разу в месяц): 
в первый раз перед посевом семян в гидропонную 
систему – 10 г Фитоспорина-М (всю упаковку) и 15 г 
Триходермы вериде (половина упаковки); во второй и 
третий раз – по 5 г Фитоспорина-М (половину упаковки) 
и 7 г Триходермы вериде (четверть упаковки). Согласно 
нашим предварительным исследованиям, без исполь-
зования этих биопрепаратов сеянцы могут погибнуть 
от грибковых заболеваний и растут гораздо медленнее, 

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour


54

ИЗВЕСТИЯ ВУЗОВ. ПРИКЛАДНАЯ ХИМИЯ И БИОТЕХНОЛОГИЯ  2025  Том 15  N 1
PROCEEDINGS OF UNIVERSITIES. APPLIED CHEMISTRY AND BIOTECHNOLOGY 2025  Vol. 15  No. 1

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour 

набирая меньшую биомассу. В качестве контроля также 
выращивали кок-сагыз в почвенных условиях на уни-
версальном грунте («Просто», Россия). Для этого исполь-
зовали цветочные горшки объемом 900 мл. Условия 
освещения как для гидропоники, так и для почвы были 
идентичны, ручной верхний полив почвенных растений 
осуществляли от начала до конца вегетации по 3 раза в 
неделю, причем при одном из поливов каждую неделю 
использовали 1/8 раствора Хогланда – Арнона. Также 
трижды обрабатывали почвенные растения препаратами 
Фитоспорина-М и Триходермы вериде в той же концен-
трации, что и гидропонные растения.

Результаты анализов представляли в виде арифме-
тических средних с планками погрешностей в виде 
стандартной ошибки. Статистическое различие данных 
проводили с использованием теста Дункана для двух 
(и более) независимых выборок [20].

Семена анализируемых растений всходили в течение 
первых 2 недель выращивания, и далее начинался интен-
сивный рост растений на гидропонике. Оба вида крым-
сагыза в первый месяц уступали в росте кок-сагызу. К 
концу второй недели в каждом сосуде проводили проре-
живание и оставляли только по одному растению. Через 
1,5 месяца наблюдали интенсивный рост листвы кок-
сагыза, к тому же некоторые растения начинали цвести 

(рис. 1, a). В то же время оба вида крым-сагыза к этому 
времени еще не цвели (рис. 1, b). Почвенные растения 
кок-сагыза сильно отставали в росте от гидропонных.

Цветение T. hybernum началось на втором месяце 
вегетации, и до конца эксперимента эти растения дали 
большое количество зрелых семян (рис. 1, d). С опоз-
данием на 2 недели зацвели также розовосемянные 
формы крым-сагыза (T. pobedimovae). Кок-сагыз до конца 
вегетации цвел, однако зрелые семена не дал (рис. 1, c).  
До конца эксперимента T. pobedimovae дал гораздо 
меньше семян, чем T. hybernum. Семена обоих видов 
крым-сагыза, полученных на гидропонике, оказались 
зрелыми и показали высокую всхожесть. Таким образом, 
для получения зрелых семян в условиях гидропоники 
лучшие результаты были получены для T. hybernum 
(буросемянная форма крым-сагыза). Через 3 месяца 
выращивания визуально растения переставали расти, 
нижние листья начинали сохнуть (см. рис. 1, c, d), поэтому 
эксперимент останавливали и проводили сбор корней. 

Наибольшая сырая масса корней была характерна 
для кок-сагыза и козлобородника (рис. 2, а). Оба вида 
крым-сагыза лишь немного уступали по данному пара-
метру. Почвенные растения кок-сагыза набирали очень 
маленькую сырую массу – примерно в 10 раз меньше, 
чем гидропонные варианты (см. рис. 2, а). Далее корни 

Рис. 1. Кок-сагыз через 1,5 месяца (a) и 3 месяца (c) после посева семян на грунт; крым-сагыз (в ближнем блоке – Taraxacum 
pobedimovae, в дальнем блоке – Taraxacum hybernum) через 1,5 месяца (b) и 3 месяца (d) после посева семян на грунт
Fig. 1. Taraxacum kok-saghyz 1.5 months (a) and 3 months (c) after seeds sowing on the ground; krym-saghyz (in the near block – 
Taraxacum pobedimovae, in the far block – Taraxacum hybernum) 1.5 months (b) and 3 months (d) after seeds sowing on the ground
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одуванчиков высушивали при комнатной температуре в 
течение 10 дней для измерения сухой массы и перевода 
каучука в коагулированное состояние, что необходимо 
для исключения потерь каучука при процедуре его 
выделения [21]. По сухой массе были получены схожие 
данные. Самая большая сухая масса была характерна 
для козлобородника и кок-сагыза (рис. 2, b). Меньший 
объем сухой массы был обнаружен у T. pobedimovae, еще 
меньшая сухая масса была характерна для T. hybernum 
(см. рис. 2, b). В почвенных условиях кок-сагыз набирал 
сухую массу в 8 раз меньше, чем в условиях гидро-
поники. Далее с использованием метода гексановой 
экстракции проводили выделение каучука [21]. Данная 
методика заключается в последовательном удалении 
из корней водо- и ацетонорастворимых компонентов 
и в заключительной экстракции каучука при помощи 
гексана. Далее выпаривали весь гексан путем нагрева 
до 50 °С и получали сухой гексановый экстракт, который 
состоит из натурального каучука. Наибольшее содер-
жание каучука на сухую массу корней было характерно 
для почвенных растений кок-сагыза – в среднем 9,2%. 
Из гидропонных растений больше всего каучука нака-
пливали T. pobedimovae (рис. 2, с), причем по этому 
показателю они лишь в 1,2 раза уступали почвенным 
кок-сагызам. Наименьшее содержание каучука было 
характерно для козлобородника. Далее определялась 
средняя масса каучука, получаемая от одного корня. По 
этому показателю лидерами оказались T. pobedimovae 
и T. kok-saghyz (рис. 2, d), которые примерно в 6 раз 
превышали почвенные растения кок-сагыза.

Большой интерес также представляет определение 
выхода каучука на объем использованного грунта. 
Этот показатель является важным при определении 
эффективности использованной площади гидропонного 
выращивания. По данному показателю лидером также 
оказались T. kok-saghyz и T. pobedimovae (рис. 3).

Таким образом, наибольшая эффективность по зани-
маемому объему и площади при получении каучука была 

0,00

0,02

0,04

0,06

0,08

0,10

0,12

a

a

a a

b

c

a

d

b b

a

c

b
b

c

d

e
a

b

dМ
ас

са
 к

ау
чу

ка
 

с 
од

но
го

 к
ор

ня
, г

М
ас

со
ва

я 
до

ля
 

ка
уч

ук
а 

к 
су

хо
й 

м
ас

се
, %

Сы
ра

я 
м

ас
са

, г

Су
ха

я 
м

ас
са

, г

T. 
ko

k-
sa

gh
yz

T. 
ko

k-
sa

gh
yz

T. 
hy

be
rn

um

T. 
hy

be
rn

um

T. 
po

be
di

m
ov

ae

T. 
po

be
di

m
ov

ae

T. 
m

aj
or

T. 
m

aj
or

T. 
ko

k-
sa

gh
yz

 
(п

оч
ва

)

T. 
ko

k-
sa

gh
yz

T. 
hy

be
rn

um

T. 
po

be
di

m
ov

ae

T. 
m

aj
or

T. 
ko

k-
sa

gh
yz

 
(п

оч
ва

)

T. 
ko

k-
sa

gh
yz

 
(п

оч
ва

)

T. 
ko

k-
sa

gh
yz

T. 
hy

be
rn

um

T. 
po

be
di

m
ov

ae

T. 
m

aj
or

T. 
ko

k-
sa

gh
yz

 
(п

оч
ва

)

dc

a b

0

2

4

6

8

10

12

0

1

2

3

4

5

6

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

Рис. 2. Сырая масса корня (a), сухая масса корня (b), отношение массовой доли каучука к сухой массе корня (c), а также 
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характерна для T. kok-saghyz и T. pobedimovae, тогда как 
наименее эффективно был использован грунт при поч-
венном выращивании кок-сагыза (см. рис. 3). На рис. 4 пред-
ставлены фотографии срезов корней (рис. 4, a, b), на которых 
виден стекающий латекс, представляющий собой каучу-
ковую эмульсию, а также фотографии самого каучука после 
процедуры выделения методом гексановой экстракции  
(рис. 4, c, d). Полученный в гидропонных условиях каучук 
по внешнему виду и эластичности не отличался от полу-
ченного в условиях почвы. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Технологии безсубстратного выращивания кок-

сагыза разрабатываются в США [22], в России [23], в 
Казахстане [24] и в других странах. Известны способы 
аэропонного выращивания кок-сагыза [17, 23]. В ука-
занных работах показано, что по скорости роста кок-
сагыз, выращенный в гидропонике или аэропонике, 
часто превосходит почвенные варианты. Тем не менее 
в классической гидропонике и аэропонике у кок-сагыза 
часто не формируется единый главный корень [17], а 
именно в нем преимущественно накапливается каучук. 
Это может приводить к тому, что гидро- и аэропонные кок-
сагызы будут продуцировать очень мало каучука, резко 
снижая рентабельность такого способа их выращивания. 
В связи с этим актуальным представляется использо-
вание гибридного подхода, совмещающего гидропонику 
и почвенное выращивание, более близкого к природной 
системе [24]. Также отмечается, что при использовании 
безсубстратных технологий, особенно при резке корней 

для их сбора, есть риск заражения грибковыми и другими 
инфекционными заболеваниями [19]. Исходя из этого, 
применение нами в гидропонике фунгицидных биопрепа-
ратов Фитоспорина-М и Триходермы вериде, очевидно, 
оказывало позитивный эффект как на иммунитет, так и 
на рост одуванчиков. В ходе проведенного исследования 
нами была испытана технология гидропонного выращи-
вания каучуконосных одуванчиков с использованием 
нейтрального торфа в качестве субстрата, 1/8 раствора 
Хогланда – Арнона в качестве минерального питания 
с добавлением Фитоспорина-М и Триходермы вериде 
на стандартной гидропонной установке с автополивом 
и искусственным освещением. В нашей работе кроме 
кок-сагыза впервые в условиях гидропоники на твердом 
субстрате прошли испытание T. hybernum и T. pobedimovae. 
Эти два вида продемонстрировали высокую семенную 
продуктивность в условиях гидропоники без искусственного 
переопыления, что, очевидно, связано с тем, что эти 
одуванчики размножаются через апомиксис [13]. Кок-
сагыз же, напротив, в условиях гидропоники не дал 
никаких семян. Вероятнее всего, это связано с тем, 
что кок-сагыз – перекрестно-опыляемое самонесовме-
стимое растение [5], а искусственного переопыления 
мы не проводили. 

В условиях гидропоники на твердом субстрате каучуко-
носные одуванчики набирали вегетативную массу гораздо 
быстрее, чем почвенные. Несмотря на то что визуально 
наибольшее увеличение проявлялось в росте листовой 
массы, гидропонные корни также в 10 раз превышали 
почвенные по значениям сырой и сухой массы. При этом 

Рис. 4. Просачивание латекса из разрезанных корней кок-сагыза, выросших в условиях гидропоники (a, b), растягивание 
каучука, выделенного из гидропонных растений Taraxacum kok-saghyz (с), шарик каучука диаметром около 2 см, 
выделенного из нескольких корней Taraxacum kok-saghyz (d)
Fig. 4. Seepage of latex from the cut roots of Taraxacum kok-saghyz grown in hydroponics (a, b), stretching of rubber isolated from 
hydroponic Taraxacum kok-saghyz (с), ball of rubber, about 2 cm in diameter, isolated from several roots of Taraxacum kok-saghyz (d)
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в гидропонике нами использованы сосуды объемом в 
3 раза меньше, чем у почвенных растений. Очевидно, 
что это связано с лучшими условиями выращивания 
гидропонных растений по сравнению с почвенными. 
Вероятно, это обусловлено тем, что гидропонные растения 
обеспечивались питательным раствором на постоянной 
основе, тогда как почвенные растения получали минералы 
только 1 раз в неделю. Любопытно, что более благопри-
ятные условия выращивания на гидропонике привели к 
меньшему накоплению каучука, чем в условиях почвы. 
Однако с учетом более быстрого и большего накопления 
массы корней гидропонные одуванчики в итоге нака-
пливали гораздо больше каучука в расчете на 1 корень. 
Необходимо отметить, что даже по предварительным рас-
четам, которые мы здесь не приводим, нельзя говорить 
об экономической рентабельности предлагаемой нами 
технологии, так как каучук из гевеи на данный момент 
значительно дешевле каучука из одуванчиков при любом 
известном способе их выращивания. В этой связи остаются 

актуальными дальнейшие исследования гидропонного, а 
также биопонного выращивания каучуконосных одуван-
чиков с целью поиска способов стимуляции биосинтеза 
и накопления каучука.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, созданная нами методика открывает 

перспективы для разработки технологий производства 
натурального каучука исключительно из отечественного 
сырья в условиях России вне зависимости от условий 
климата. Преимуществами гидропонной технологии на 
твердом субстрате является большая близость к при-
родным условиям в отличие от классической гидро-
поники, что способствует большему накоплению каучука 
в корнях одуванчиков. Наибольшую перспективность 
для гидропонного выращивания представляет рас-
тение T. pobedimovae (одуванчик Победимовой), ранее 
известное как розовосемянная форма крым-сагыза.
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Оценка эффективности комплекса томатной пасты  
и клюквенного сока как антибактериального средства 
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Аннотация. Зубной камень является одной из основных причин кариеса, гингивита и пародонтита. В его образо-
вании принимают участие различные бактерии, которые формируют зубной налет на поверхности зубов. Если 
налет сохраняется на эмали в течение более 12 дней, он постепенно подвергается процессу минерализации 
посредством пропитывания солями и прочно прикрепляется к поверхности зуба, образуя зубной камень. Целью 
проведенного исследования являлось изучение возможности использования комплекса томатной пасты и 
клюквенного сока в качестве антибактериального средства для санации ротовой полости и удаления зубного 
камня у человека и животных. Для получения комплекса томатной пасты и клюквенного сока плоды томата по 
отдельности промывали водой и гомогенизировали путем перетирания. Гомогенизированную массу центри-
фугировали для разделения, образовавшуюся томатную пасту и клюквенный сок смешивали до получения 
однородной массы. С помощью конфокальной лазерной сканирующей микроскопии было показано, что смесь, 
состоящая из томатной пасты и клюквенного сока в соотношении 1:1, способствует разрушению биопленок 
золотистого стафилококка и изолятов Streptococcus sp., полученных из ротовой полости, и приводит к гибели этих 
бактерий в составе биопленки (зубного налета). Кроме того, экспозиция зубного камня комплекса томатной 
пасты и клюквенного сока в течение 20 дней приводит к разрушению зубного камня более чем на 80%. 
Таким образом, смесь томатной пасты и клюквенного сока может быть перспективным антибактериальным 
и очищающим средством для гигиены полости рта.

Ключевые слова: зубной камень, бактериальные биопленки, фитоэкстракты, противомикробная активность, 
томат 
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Effectiveness of a mixture of tomato paste  
and cranberry juice as an antibacterial agent

Iva I. Zadorina , Elena Y. Trizna, Airat R. Kayumov

Kazan Federal University, Kazan, Russian Federation

Abstract. Tartar is a key factor in developing such dental diseases as caries, gingivitis, and periodontitis. Tartar results 
from dental plaque formed by accumulation of bacteria in the tooth cavity. Following the period of about 12 days, 
unremoved plaque mineralizes in contact with salts, forming tartar firmly attached to the tooth surface. Tartar in 
the oral cavity increases the risk of inflammatory processes. In this study, we aim to assess the feasibility of using 
tomato paste and cranberry juice in combination as an antibacterial and plaque-removing agent. In order to obtain 
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a mixture of tomato paste and cranberry juice, fruits were washed separately with clean water at room temperature 
and homogenized by grinding in a mortar. The resulting homogenized mass was centrifuged for separation. The 
as-obtained tomato paste and cranberry juice were mixed to yield a homogeneous mass. Confocal laser scanning 
microscopy showed that a mixture of tomato paste and cranberry juice in a 1:1 ratio promotes the destruction of 
Staphylococcus aureus and some Streptococcus species, thus exhibiting high antimicrobial activity against these 
bacteria. In addition, exposure of tartar to the tested mixture of tomato paste and cranberry juice for 20 days led 
to an 86% destruction of tartar. Thus, a mixture of tomato paste and cranberry juice may serve as a promising 
antibacterial and cleansing agent for oral hygiene.

Keywords: tartar, bacterial biofilms, phytoextracts, antimicrobial activity, tomato
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ВВЕДЕНИЕ
По сведениям ветеринарных стоматологов, образо-

вание налета у собак приблизительно происходит к 2–3 
годам жизни в зависимости от породы животного. Зубной 
налет встречается на губной или щечной поверхности 
коронки зуба в области края десны и представляет 
полиморфное образование, которое состоит из частиц 
корма, полисахаридов, клеток слизистой оболочки 
рта, слюны, большого количества аэробной и анаэ-
робной микрофлоры. Если налет остается на эмали 
зуба в течение примерно 12 дней, то он постепенно 
пропитывается солями и затвердевает (происходит 
процесс минерализации), прочно прикрепляется к 
поверхности зуба, образуя зубной камень [1–3]. Мине-
рализация – это процесс, при котором необходимые 
элементы поступают в эмаль зуба для образования кри-
сталлов гидроксиапатита. Деминерализация, напротив, 
связана с растворением кристаллов и разрушением 
эмали. Эти процессы могут находиться в равновесии, 
обеспечивая стабильность состава зубов, или же 
один из них может преобладать. Слюна насыщена 
гидроксиапатитом до pH 6,0–6,2 [4]. Щелочная 
среда активирует процессы минерализации зубов, 
уменьшает растворимость гидроксиапатита и спо-
собствует образованию зубного налета. Образование 
зубного камня включает в себя серию химических 
процессов, которые состоят из нескольких этапов1 [5, 6].  
Сначала возникает зубной налет, который изменяет 
микрофлору в результате созревания: бактерии, спо-
собные выжить в условиях без доступа кислорода, 
вытесняют аэробные бактерии. Это приводит к изме-
нению уровня pH и увеличению активности ферментов 
гликозидаз. Гликозидазы разлагают углеводы, которые 
использованы для производства клейких полисаха-
ридов: леван, декстран и фруктан. Эти полисахариды 
«приклеивают» зубной налет и микроорганизмы к 
эмали [7, 8]. Уплотнение и утолщение зубного налета 
препятствует защитному действию слюны, из-за чего 
кристаллы Са3(РО4)2 откладываются в зубном налете, 
становясь основой зубного камня на поверхности зуба.

Кроме того, в ротовой полости скапливаются бак-
терии, которые играют важную роль в процессе фор-
мирования зубного камня. Увеличение патогенной 
микрофлоры, в свою очередь, может приводить к раз-
витию воспалительного процесса. Уход за животными, 
включая животных – спутников человека, таких как 
кошки и собаки, требует гигиены полости рта2 [9]. На 
всем протяжении жизни животного плохое здоровье 
полости рта может послужить причиной боли и серьезной 
патологии зубов, а также привести к более тяжелым 
заболеваниям сердца и почек [10–13].

Образование зубного камня на поверхности зубов 
является существенной проблемой, которую не всегда 
можно решить использованием известных средств. 
Зубной камень является одной из основных причин 
стоматологических заболеваний, таких как кариес, гин-
гивит и пародонтит. Если не принять меры по удалению 
зубного камня у животных, постепенно он увеличивается 
в размерах, мешает правильному смыканию челюстей 
и пережевыванию пищи, вызывает воспаление десен 
и отхождение их края от корня зуба, вследствие чего 
инфекция проникает вглубь и вызывает воспаление 
окружающих зуб тканей вплоть до вовлечения в процесс 
соседних зубов, костной ткани и разрушения костей 
челюсти [14–17].

Целью проведенного исследования являлась оценка 
возможности использования комплекса томатной пасты 
и клюквенного сока в качестве антибактериального 
средства для удаления зубного камня.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Для получения томатной пасты зрелые плоды 

томатов промывали чистой водой с температурой 
20 °С, измельчали, отделяли и удаляли из них семена. 
Далее измельченные томаты гомогенизировали, 
полученную массу помещали в стерильную емкость, 
доводили до кипения при постоянном перемешивании 
на электроплите. После закипания массу подвергали 
тепловой пастеризации в течение 3 мин при темпе-
ратуре 80–100 °С. Пастеризованную томатную массу 

1 Николаев А.И., Цепов Л.М. Практическая терапевтическая стоматология: учеб. пособие. М.: МЕД-пресс-информ, 2022. 928 с.
2 Baishya R., Banerjee S. Effect of medicinal plants on biofilm-forming Staphylococcus aureus from tertiary health care hospital 
and characterization of biofilm-associated extracellular polymeric substances (EPS) // Advances in bioprocess engineering and 
technology. Lecture notes in bioengineering / eds D. Ramkrishna, S. Sengupta, S. Dey Bandyopadhyay, A. Ghosh. Singapore: 
Springer, 2021. P. 189–197. DOI: 10.1007/978-981-15-7409-2_19. 
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распределяли по стерильным емкостям и остужали до 
25 °С. Затем емкости с томатной массой центрифуги-
ровали при 4000 об/мин для разделения томатной 
массы на жидкую и густую фракции. Жидкую фракцию 
помещали в стерильные емкости и концентрировали 
путем выпаривания в электропечи для получения концен-
трата жидкой фракции. К концентрату жидкой фракции 
вносили густую фракцию (мякоть и фрагменты кожицы 
плодов томата), полученную после центрифугирования, 
и перемешивали. 

Для получения клюквенного сока плоды клюквы 
промывали чистой водой с температурой 20 °С и гомо-
генизировали, перетирая в ступе. Гомогенизированную 
массу центрифугировали для разделения на жидкую 
(клюквенный сок) и густую фракции. 

Затем томатную пасту и клюквенный сок переме-
шивали в соотношении 1:1 до получения однородной 
массы. 

Исследование антибактериальной активности 
средства проводили в отношении клинических изо-
лятов Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, 
полученных ранее [8], а также типового штамма 
Staphylococcus aureus ATCC 29213 в составе биопленок. 
Для этого бактерии выращивали 2 суток без качания 
при 37 °С на среде BM (пептон – 0,7 г/л, глюкоза – 
0,5 г/л, MgSO4•7H2O – 0,2 г/л, CaCl2 – 0,005 г/л [13] 
в адгезивных пластиковых чашках (35 мм) с 3 мл 
культуры начальной плотностью 3×107 КОЕ/мл. Для 
получения биопленок представителей рода Streptococcus 
в питательную среду ВМ дополнительно вносили 5%-ю 
сыворотку плода крупного рогатого скота (фетальную 
бычью сыворотку, FBS). Через 48 ч культивирования 
из опытных лунок удаляли культуральную жидкость и 
вносили свежую среду с добавлением 10%-го раствора 
томатной пасты и 10%-го раствора томатной пасты и 
клюквы. В контрольные образцы вносили питательную 
среду, содержащую равный объем 0,9%-го NaCl. После 
24 ч инкубации чашки окрашивали в течение 15 мин 
флуоресцентными красителями 3,3’-дигексилоксакар-
боцианин йодидом (Sigma-Aldrich, США) в конечной 
концентрации 0,02 мкг/мл (зеленая флуоресценция) 
и пропидия йодидом (Sigma-Aldrich, США) в конечной 
концентрации 3 мкг/мл (красная флуоресценция) для 
дифференциации живых и мертвых клеток соответ-
ственно и проводили конфокальную лазерную скани-
рующую микроскопию с использованием инвертиро-
ванного микроскопа Olympus IX83 (Olympus Corporation, 
Япония), дополненного платформой сверхвысокого 
разрешения STEDYCON.

Для сравнительной оценки разрушения зубного 
камня исследуемых фитоэкстрактов использовали 
зубной камень, полученный при стоматологической 
чистке зубов у собаки в ветеринарной клинике 
«ВетБарс» (г. Казань). Для этого камень обрабатывали 
томатной пастой, 0,9%-м NaCl и томатной пастой с 
клюквенным соком, после чего инкубировали при 
37 °С в течение 5, 10, 20 и 25 дней. Оценку проводили 
путем фотодокументации образцов, также видимую 
площадь зубного камня замеряли с использованием 
программы ImageJ в пикселях. Исследование было 
осуществлено с одобрения Локального этического 
комитета Казанского (Приволжского) федерального 
университета (протокол от № 38 4 октября 2022 г.), 

хозяева животных подписали информированное 
добровольное согласие на забор и исследование 
образцов биологического материала.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Представители рода Streptococcus являются 

основными колонизаторами полости рта, вступая в 
синергетические взаимодействия с другими представи-
телями условно-патогенной микрофлоры ротовой полости, 
могут приводить к развитию различных воспалительных 
процессов [11]. Золотистый стафилококк способен фор-
мировать смешанные биопленки с представителями 
рода Streptococcus и вызывать воспаление, а также 
становиться источником персистирующей инфекции 
[17]. С учетом быстро распространяющихся штаммов, 
устойчивых к антибиотикам, терапия бактериальных 
инфекций все чаще становится малоэффективной. Таким 
образом, поиск щадящих средств противомикробной 
терапии, не вызывающих развития устойчивости, является 
актуальной задачей. Среди подобных веществ перспек-
тивным направлением является исследование фитоэкс-
трактов, в состав которых входит большое количество 
флавоноидов, эфирных масел и других органических 
соединений, обладающих противомикробной актив-
ностью [18, 19]. Исследование противомикробной 
активности фитоэкстрактов томата, а также комплекса 
томатной пасты с клюквенным соком показало, что 
внесение 10%-го раствора комплекса томатной пасты 
и клюквенного сока приводит к снижению общей био-
массы биопленки всех исследуемых штаммов, а также 
к гибели бактериальных клеток, о чем свидетельствует 
красная флуоресценция, в то время как в контрольных 
лунках нарушения структуры биопленки не наблюдалось 
и количество нежизнеспособных клеток было незначи-
тельным (рис. 1). При этом наиболее чувствительными 
оказались представители рода Streptococcus, а именно 
S. mutans и S. sobrinus. Внесение 10%-го раствора 
томатной пасты приводило к незначительному снижению 
общей биомассы биопленки S. sobrinus и S. aureus, 
при этом практически все клетки в составе биопленок 
оставались жизнеспособными, что свидетельствует о 
более низкой антибактериальной активности по срав-
нению с комплексом томатной пасты и клюквенного 
сока (см. рис. 1). Вероятно, высокая противомикробная 
активность комплекса томатной пасты и клюквенного 
сока обусловлена синергетическим взаимодействием 
компонентов этих фитоэкстактов, таких как антоцианы, 
абсцизовая кислота, стерины, тритерпеновые сапонины, 
альдегиды (фурфурол, бензальдегид), летучие спирты 
(изовалериановый, изобутиловый), фенолы, антоцианы, 
антоксантины, ликопин и каротин в плодах томата, а также 
урсоловая кислота и ее эфиры в плодах клюквы. Низкая 
эффективность томатной пасты может быть связана 
с тем, что внесение 10%-го раствора не приводило 
к значительному разрушению биопленок, вследствие 
чего активные компоненты не способны проникать к 
клеткам и оказывать противомикробный эффект. 

На сегодняшний день для удаления зубных камней 
применяются два метода: механический и химический. 
В рамках механического метода используется ультраз-
вуковая чистка. Данный метод имеет ряд недостатков: 
после чистки увеличивается чувствительность зубов, 
появляется кровоточивость десен, в ходе ее выполнения 
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повреждается эмаль – все это приводит к необходимости 
дополнительных процедур, например, фторированию 
зубов. В рамках химического метода используется 
стоматологический препарат «Скалинг», действующим 
компонентом которого является соляная кислота. Она 
также приводит к повреждению эмали. В томатах, в свою 
очередь, содержатся кислоты, в основном яблочная и 
лимонная, которые способствуют разрушению зубного 
камня. Эти кислоты помогают растворять зубные отло-
жения, что значительно облегчает удаление зубных 
камней, но не оказывают влияние на микроорганизмы 
в полости рта, в связи с чем для антибактериального 
эффекта использовали томат с клюквой. На рис. 2 видно, 
что обработка зубного камня комплексом томатной 
пасты и клюквенного сока приводила к снижению его 
площади на 20% после 5 дней, на 45% после 10 дней и 
на 86% после 20 дней обработки. При обработке зубного 
камня томатной пастой в течение 5 дней происходило 

снижение площади камня на 2%, в течение 10 дней – 
на 21%, в течение 20 дней – на 55%. При обработке 
зубного камня раствором 0,9%-го NaCl зубной камень 
оставался неизменным на протяжении 20 дней (рис. 2). 
Вероятно, подобный эффект обусловлен высоким содер-
жанием в комплексе томатной пасты и клюквенного 
сока органических кислот, которые способствуют раз-
рыхлению и растворению зубного камня.

 
   0 5 10 20 25 

 

То
м

ат
на

я
па

ст
а

То
м

ат
на

я 
па

ст
а 

+ 
кл

ю
кв

ен
ны

й 
со

к
0,

9%
-й

 
N

aC
l

Время обработки, дни

Рис. 2. Оценка разрушения зубного камня, полученного 
от собаки породы такса возрастом 6 лет, выдержанного 
в комплексе томатной пасты и клюквенного сока, томатной 
пасте, 0,9%-м NaCl

Fig. 2. Assessment of the destruction of tartar obtained  
from a 6-year-old Dachshund dog kept in a complex  
of tomato paste + cranberries, tomato paste, 0.9% NaCl

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные результаты свидетельствуют о высокой 

антибактериальной активности комплекса томатной 
пасты и клюквенного сока – вероятно, за счет наличия 
антоцианов, абсцизовой кислоты, стеринов, тритер-
пеновых сапонинов, альдегидов (фурфурола, бензаль-
дегида), летучих спиртов (изовалерианового, изоб-
утилового), фенолов, антоцианов, антоксантинов, 
ликопина и каротина в плодах томата, а также урсо-
ловой кислоты и ее эфиров (данные вещества были 
ранее описаны в исследованиях Н. Лопес-Вальверде 
с соавторами [20] и могут обладать антибактери-
альным эффектом) в плодах клюквы. Использование 
комплекса томатной пасты и клюквенного сока спо-
собствовало разрушению зубного камня в объемах 
до 86% в течение 20 дней.

Полученные данные свидетельствуют о перспектив-
ности применения заявленного средства в качестве 
антибактериального и очищающего препарата в сфере 
стоматологии.
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Fig. 1. Viability assessment of the Streptococcus mutans, 
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Аннотация. Целью проведенной работы являлось сопоставление влияния нефти, дизельного топлива и моторного 
масла на капиллярную влагоемкость и гигроскопическую влажность серой лесной почвы, а также оценка изменения 
этих параметров нефтезагрязненных почв после обработки полисорбатом-80. В почву вносили воду, промывной 
раствор (с концентрацией детергента 1, 5 и 10 г/л) и непрерывно перемешивали на шейкере (60 об/мин)  
в течение 1 ч при 20 °С. Показано снижение исследуемых агрофизических параметров почв при их загрязнении 
нефтью, дизельным топливом и моторным маслом в концентрациях 50, 150 и 300 мл/кг. При этом действие 
моторного масла на капиллярную влагоемкость было более выраженным, чем влияние нефти и дизельного 
топлива в аналогичных концентрациях, а на гигроскопическую влажность – наоборот, менее выраженным. 
Промывка загрязненных почв полисорбатом-80 частично восстанавливала эти агрофизические параметры, 
однако они оставались ниже, чем у исходных образцов. Эффективность полисорбата-80 подтверждает и снижение 
фитотоксичности загрязненных почвенных проб после промывки растворами детергента. При этом при уровне 
загрязнения почвы нефтепродуктами до 150 мл/кг более эффективными были растворы, содержащие 5 г/л 
полисорбата-80, а при уровне загрязнения 300 мл/кг рекомендуется повышать концентрацию детергента до 10 г/л.  
Рекомендуемое для проведения очистки соотношение почвы, промывного раствора и воды составляет 1:1:4 (по массе).  
Таким образом, продемонстрирована перспективность использования полисорбата-80 для ослабления негативного 
влияния нефтезагрязнения почвы.

Ключевые слова: нефтезагрязнение почв, агрофизические параметры почв, моторное масло, нефть, дизельное 
топливо, полисорбат-80
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Abstract. The study was aimed at comparing the effect of oil, diesel fuel, and motor oil on the capillary moisture 
capacity and hygroscopic moisture content of gray forest soil, as well as assessing changes in these character-
istics of oil-contaminated soils following their washing with polysorbate 80. Water and a washing solution (with 
detergent concentrations of 1, 5, and 10 g/L) were added to the soil to be continuously mixed for 1 h at 20 °С using 
a shaker (60 rpm). The analyzed agrophysical characteristics of soils are shown to decrease when soils are contam-
inated with oil, diesel fuel, and motor oil at concentrations of 50, 150, and 300 mL/kg. The effect of motor oil on 
capillary moisture capacity is more pronounced than those of oil and diesel fuel at similar concentrations, while 
the effect on hygroscopic moisture content is, conversely, less pronounced. The washing of contaminated soils with 
polysorbate 80 partially restored these agrophysical characteristics; however, they remained lower than those of 
the original samples. The effectiveness of polysorbate 80 is also confirmed by the reduction in the phytotoxicity of 
contaminated soil samples following their washing with detergent solutions. At the level of oil contamination of up 
to 150 mL/kg, solutions containing 5 g/L of polysorbate 80 were found to be more effective, whereas at 300 mL/kg,  
it is recommended to increase the concentration of detergent up to 10 g/L. The recommended weight ratio of soil, 
washing solution, and water for soil washing is 1:1:4. Thus, the prospects for using polysorbate 80 to mitigate the 
negative impact of oil contamination in soil are demonstrated.
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ВВЕДЕНИЕ
Нефть и нефтепродукты, поступая в окружающую 

среду, оказывают негативное влияние на компоненты 
экосистем [1, 2]. Они являются постоянным источником 
токсичного, канцерогенного и мутагенного загрязнения. 
Нефтепродукты деформируют структуру биоценозов, 
нарушают экологическое состояние почвенных покровов 
в целом [3]. При попадании нефтяных углеводородов в 
почву наблюдается трансформация морфологических 
и физико-химических свойств почв. По мнению ряда 
специалистов, конечным результатом нефтяного загряз-

нения является формирование почвенных ареалов с 
необычными для зональных условий чертами, зональные 
типы сменяются техногенными модификациями, сни-
жается продуктивность почв вплоть до необходимости 
вывода загрязненных земель из сельскохозяйственного 
оборота [4–6]. 

Для рекультивации нефтезагрязненных почв значи-
тельным потенциалом обладает биоремедиация. Основная 
роль в этом процессе принадлежит микроорганизмам, спо-
собным к разложению нефтепродуктов. Это относительно 
недорогой, легкодоступный и экологически безопасный 
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способ [7]. Однако эффективность подобного подхода 
может значительно снижаться из-за неблагоприятных для 
микроорганизмов условий: низких температур (что осо-
бенно актуально для северных регионов), недостаточного 
содержания биогенных элементов (азота, фосфора и пр.),  
недостатка кислорода в глубинных слоях почвы и т.п. [8]. 
В этих случаях наиболее приемлемо применять физи-
ко-химические способы ремедиации почв [9–11]. Из 
таких подходов в последние годы наиболее часто стала 
использоваться реагентная обработка с применением 
поверхностно-активных веществ (ПАВ) [12–15]. Тем не 
менее в этом случае существует риск загрязнения окру-
жающей среды применяемыми реагентами, что может 
нести дополнительную экологическую опасность. В связи 
с этим выбор реагента должен быть обусловлен не только 
его эффективностью по отношению к удалению ПАВ, но и 
низкой токсичностью по отношению к почвенной биоте.

Исследования, проведенные различными авторами, 
демонстрируют более низкую токсичность неионогенных 
ПАВ по сравнению с другими классами этих соеди-
нений [16, 17]. Схожие результаты были получены и в 
наших экспериментах по сопоставлению токсичности 
представителей разных классов ПАВ (анионоактивный 
додецилсульфат натрия, катионоактивный цетилтриме-
тиламмония бромид, неионогенный полисорбат-80) для 
почвенных олигохет [18], растений [19, 20], светящихся 
бактерий и их ферментных систем [21].

Нефтепродукты отличаются повышенной гидрофоб-
ностью, поэтому имелись все основания ожидать, что 
под их воздействием почвенные частицы станут более 
гидрофобными, а значит, нарушится их взаимодействие 
с таким высокогидрофильным веществом, как вода. С 
другой стороны, ПАВ способны изменять гидрофобно-ги-
дрофильные свойства поверхностей [22]. В связи с этим 
следовало полагать, что нефтепродукты сделают почву более 
гидрофобной, а ПАВ могут привести к противоположному 
эффекту. Такие характеристики почвы, как влагоемкость и 
гигроскопическая влажность, напрямую зависят от соот-
ношения гидрофобно-гидрофильных свойств ее агрегатов.

В связи с вышесказанным в ходе проведенного иссле-
дования был осуществлен анализ эффективности реа-
гентной обработки нефтезагрязненной почвы с помощью 
неионогенного ПАВ полисорбата-80. Основными пара-
метрами почвы, по которым оценивалось действие рас-
творов ПАВ, служили такие важные в агрофизическом 
плане параметры почвы, как капиллярная влагоемкость 
и гигроскопическая влажность. С этими агрофизическими 
характеристиками тесно связана сельскохозяйственная 
ценность почв [23]. Целью работы являлось изучение 
изменения капиллярной влагоемкости и гигроскопической 
влажности образцов серой лесной почвы, загрязненных 
нефтью, дизельным топливом, моторным маслом, после 
промывки почвенных образцов растворами с различной 
концентрацией неионогенного ПАВ полисорбата-80. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Объектом исследования служила серая лесная почва, 

отобранная на территории Ботанического сада Иркут-
ского государственного университета (г. Иркутск, Россия). 
Для нее характерно наличие серо-гумусового аккуму-
лятивного горизонта, количественные характеристики 
которого приближены к нижним пределам показателей 
темно-гумусового горизонта. Данный горизонт имеет 
мощность 20–25 см и комковатую или комковато-по-
роховидную структуру. Реакция почвы являлась сла-
бокислой, в нижней части нейтральной1. 

В качестве модельных загрязнителей в экспериментах 
использовали минеральное моторное масло LUKOIL 
STANDARD 10W-40; нефть (плотность 0,85 г/см3) Мар-
ковского нефтегазоконденсатного месторождения (пос. 
Верхнемарково, Иркутская область, Россия) и дизельное 
топливо (летний сорт, ГОСТ 305-20132). Промывку загряз-
ненной почвы проводили растворами неионогенного ПАВ 
полисорбата-80 (другое название – полиоксиэтилен (20) 
сорбитан моноолеат) (АО «Вектон», Россия). 

В экспериментальные образцы серой лесной почвы 
приливали нефть / дизельное топливо / моторное масло 
в концентрациях 50, 150 и 300 мл/кг, тщательно переме-
шивали. Пробы загрязненной почвы навеской по 100 г 
в 3 повторностях распределяли в пластиковые контейнеры 
объемом 250 мл, где они находились в течение суток 
до полного впитывания нефтепродуктов в почву. После 
этого почву пересыпали в колбы емкостью 500 мл и при-
ливали по 400 мл воды и 100 мл промывочного водного 
раствора полисорбата-80 в концентрациях 1, 5 и 10 г/л. 
Колбы выдерживали в течение часа на лабораторном 
шейкере BIOSAN OS-20 (Biosan, Латвия) при скорости 
перемешивания 60 об/мин и температуре 20 °С.

После такой обработки почвенные образцы отделяли 
от промывочного раствора путем фильтрования через 
бумажные фильтры (синяя лента), подсушивали при 
комнатной температуре в течение суток. 

Затем оценивали капиллярную влагоемкость (в про-
центах) методом определения скорости капиллярного 
подъема влаги и капиллярной влагоемкости почв, а 
также гигроскопическую влажность термостатно-весовым 
методом3. Оценку показателя капиллярной влагоем-
кости проводили по градации Н.А. Качинского, согласно 
которой капиллярная влагоемкость 40–50% считается 
наилучшей, 30–40% – хорошей, 25–30% – удовлетво-
рительной, менее 25% – неудовлетворительной [24]. 

В качестве контроля использовали: 
1) незагрязненные образцы почвы, промытые полисор-

батом-80 в соответствии с описанными выше манипуляциями; 
2) незагрязненные образцы почвы, промытые дис-

тиллированной водой в соответствии с описанными 
выше манипуляциями.

Фитотоксичность испытуемых почвенных образцов 
оценивали аппликатным способом4. В чашки Петри  

1 Воробьева Г.А. Почвы Иркутской области: вопросы классификации, номенклатуры и корреляции: учеб. пособие. Иркутск: 
Изд-во ИГУ, 2009. 149 с. EDN: QLARHX.
2 ГОСТ 305-2013. Топливо дизельное. Технические условия. М.: Стандартинформ, 2014. 15 с.
3 Bandyopadhyay K.K., Aggarwal P., Chakraborty D., Pradhan S., Garg R.N., Singh R. Practical manual on measurement of soil 
physical properties. New Delhi: Division of Agricultural Physics, Indian Agricultural Research Institute, 2012. 62 p.
4 Терехова В.А., Гершкович Д.М., Гладкова М.М., Ипатова В.И., Исакова Е.Ф., Николаева О.В. [и др.]. Биотестирование  
в экологическом контроле: учеб. пособие / под ред. В.А. Тереховой. М.: ГЕОС, 2017. 70 с.
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(3 чашки Петри для контроля и 3 – для тестируемого 
образца) вносили предварительно увлажненную до 60% 
от полной влагоемкости почву слоем высотой 1 см. В 
качестве контроля выбирали незагрязненную почву с 
аналогичным гранулометрическим составом и содер-
жанием органического вещества. Во все чашки вносили 
по 15 семян кресс-салата Lepidium sativum. Чашки Петри 
закрывали крышками и размещали в термостат при 20 °С. 
В течение опыта поддерживали влажность субстрата на 
одном и том же уровне, осуществляя регулярное взве-
шивание чашек и добавление воды с целью поддер-
жания постоянного уровня влажности почвы. На 7-й день 
подсчитывали длину корней проростков в контрольных 
и опытных пробах. На основании этого параметра рас-
считывали эффект торможения Ет по формуле:

𝐸𝐸т =
𝐿𝐿к − 𝐿𝐿оп

𝐿𝐿к
× 100% ,

 

где Ет – эффект торможения, %; Lоп – средняя длина корней 
в опыте, мм; Lк – средняя длина корней в контроле, мм. 
Показателем токсического воздействия тестируемой 
почвенной пробы являлось уменьшение длины корней 
проростков по сравнению с контрольным вариантом 
(незагрязненная почва).

Все эксперименты проводили не менее чем в 3 неза-
висимых опытах с 3 параллельными измерениями. Для 
статистической обработки полученных данных применяли 
пакет программ Microsoft Excel. В работе приведены 
значения среднего арифметического и стандартное 
отклонение среднего арифметического (средняя ква-
дратичная ошибка). Достоверность различия результатов 
определяли с помощью критерия Стьюдента. Выводы 
сделаны с вероятностью безошибочного прогноза Р ≥ 0,95.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Капиллярная влагоемкость. Показатель капиллярной 

влагоемкости незагрязненной серой лесной почвы, 
исследуемой в данной работе, составлял от 62,1±0,9 до 
70,2±0,7%. Согласно классификации Качинского [24], 
это соответствовало наилучшей капиллярной влагоем-
кости. Загрязнение почвенных образцов исследуемыми 
нефтепродуктами (моторное масло, нефть, дизельное 
топливо) в концентрациях 50, 150 и 300 мл/кг приводило 
к их неудовлетворительной капиллярной влагоемкости. 
При этом в условиях наших экспериментов действие 
моторного масла на почву было более выраженным, 
чем влияние нефти в аналогичных концентрациях, 
еще менее сильное действие оказывало дизельное 
топливо. Так, например, капиллярная влагоемкость 
почвы в присутствии 50 мл/кг дизельного топлива 
снижалась с 62,1±0,9 лишь до 42,6±0,1%, нефти в 
аналогичной концентрации – с 62,1±0,9 до 22,6±1,0% 
(то есть вдвое больше, чем при дизельном топливе),  
а в опытах с моторным маслом – еще более значительно:  
с 70,2±0,7 до 16,7±0,6%. Такое соотношение исследуемых 
нефтепродуктов по их действию на капиллярную влаго-
емкость почвы сохранялось и при более высоком уровне 
нефтяного загрязнений – 150 и 300 мл/кг. Например, 
при внесении в почву 300 мл/кг дизельного топлива 
исследуемый агрофизический параметр уменьшался  
с 62,1±0,9 до 25,7±0,2%, нефти – с 62,1±0,9 до 12,5±2,3%, 
а моторного масла – с 70,2±0,7 до 6,0±0,3% (рис. 1). 
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Рис. 1. Влияние дизельного топлива, нефти и моторного 
масла в концентрациях 50, 150 и 300 мл/кг  
на капиллярную влагоемкость серой лесной почвы  
(время от момента загрязнения – 1 сутки)

Fig. 1. Effect of diesel fuel, petroleum and motor oil  
in concentrations of 50, 150 and 300 ml/kg on the capillary 
moisture capacity of gray forest soil (time from the moment 
of contamination – 1 day) 

Промывка полисорбатом-80 образцов почвы, 
загрязненной испытуемыми нефтепродуктами (нефтью, 
дизельным топливом, моторным маслом) вызывала 
повышение их капиллярной влагоемкости по сравнению с 
загрязненными почвенными образцами, однако она оста-
валась ниже исходных (незагрязненных) почв. Так, после 
применения промывного раствора, содержащего 1 г/л  
полисорбата-80, капиллярная влагоемкость почвенного 
образца, загрязненного нефтью в концентрации 50 мл/кг,  
составила 37,5±0,2%, при 5 г/л – 50,2±0,1%, а при 
использовании раствора с концентрацией полисорбата-80 
10 г/л – 48,0±0,1% (рис. 2, а). Указанные значения 
оставались ниже показателей проб, в которых почва 
не подвергалась нефтяному загрязнению. Другими 
словами, промывка полисорбатом-80 не приводила 
к восстановлению исследуемого агрофизического пока-
зателя почвы до исходных параметров. Тем не менее 
значения капиллярной влагоемкости при использовании 
ПАВ повышались с уровня «неудовлетворительная» до 
«хорошая» или «наилучшая». Данный факт свидетель-
ствует о принципиальной возможности и перспектив-
ности примененной реагентной обработки детергентами 
нефтезагрязненной почвы. При этом наилучший эффект 
был получен при использовании 5 г/л полисорбата-80 
(см. рис. 2, а). Повышение его концентрации до 10 г/л 
не добавляло эффективности процессу, однако увели-
чивало расход реагента в 2 раза, что нерационально 
с экономической точки зрения.

Схожая тенденция была отмечена и при уровне 
нефтяного загрязнения 150 мл/кг (рис. 2, b). Промывка 
почвенных образцов, содержащих 150 мл/кг нефти, 
приводила к возрастанию их капиллярной влагоем-
кости с неудовлетворительной (19,1±1,5%) до удовлет-
ворительной (25,9±0,1%) при 1 г/л полисорбата-80 и до 
хорошей при 5 и 10 г/л полисорбата-80 (до 41,9±0,6  
и 40,1±0,1% соответственно). 

При самом высоком из испытанных уровне загряз-
нения нефтью (300 мл/кг) добиться восстановления 
исследуемого агрофизического параметра до уровня 
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«хороший» удавалось лишь в ходе применения 10 г/л 
полисорбата-80. В этом случае значение капиллярной 
влагоемкости почвы после промывки раствором ПАВ 
возрастало с 12,5±2,3 до 33,7±0,2%. Данное значение 
соответствует нижней границе уровня «хорошая влаго-
емкость» в градации Качинского). После использования 
промывных растворов, содержащих 1 г/л полисорбата-80, 
капиллярная влагоемкость почвы составляла 22,6±1,7% 
(то есть оставалась неудовлетворительной), а при исполь-
зовании растворов с концентрацией полисорбата-80 
5 г/л – 25,8±0,2% (нижняя граница уровня «удовлет-
ворительная влагоемкость» в градации Качинского) 
(рис. 2, с).

Таким образом, при уровне нефтяного загрязнения 
до 150 мл/кг может быть перспективна реагентная 
обработка почвы промывными растворами с содер-
жанием полисорбата-80 5 г/л (время обработки – 1 ч, 
соотношение в системе «почва – промывной раствор – 

вода» составляет 1:1:4 (по массе). При рекультивации 
почв, загрязненных нефтью в концентрации 300 мл/кг,  
рекомендуется увеличение концентрации ПАВ в про-
мывных растворах до 10 г/л.

Аналогичные эксперименты были проведены при 
загрязнении почвы дизельным топливом. Загрязнение 
серой лесной почвы дизельным топливом в концен-
трации 50 мл/кг приводило к снижению ее капиллярной 
влагоемкости с 62,1±0,9% (незагрязненная почва) до 
42,6±0,1%, при 150 мл/кг нефтепродукта – до 30,9±0,2%, 
а при 300 мл/кг – до 25,7±0,2% (рис. 3). Согласно гра-
дации Качинского, эти значения соответствуют наилучшей, 
хорошей и удовлетворительной капиллярной влагоем-
кости. В результате промывки почвенных образцов, 
загрязненных дизельным топливом в концентрации 
50 мл/кг, растворами, содержащими 5 и 10 г/л поли-
сорбата-80, их капиллярная влагоемкость повышалась 
с 42,6±0,1 до 53,7±0,3 и 50,0±0,1% соответственно. 
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Рис. 2. Капиллярная влагоемкость серой лесной почвы, загрязненной нефтью в концентрациях 50 мл/кг (а), 150 мл/кг (b) 
и 300 мл/кг (с), после промывки полисорбатом-80 
Fig. 2. Capillary water capacity of oil-contaminated grey forest soil in concentrations of 50 ml/kg (a), 150 ml/kg (b),  
300 ml/kg (c) after washing with polysorbate 80 
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Рис. 3. Капиллярная влагоемкость серой лесной почвы, загрязненной дизельным топливом в концентрациях 50 мл/кг (а), 
150 мл/кг (b) и 300 мл/кг (с), после промывки полисорбатом-80 
Fig. 3. Capillary water capacity (%) of gray forest soil contaminated with diesel fuel in concentrations of 50 ml/kg (a),  
150 ml/kg (b), 300 ml/kg (c) after washing with polysorbate 80 
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В образцах почвы, обработанных 1 г/л ПАВ, значения 
капиллярной влагоемкости до (42,6±0,1%) и после 
(43,6±0,3%) промывки были сопоставимы (см. рис. 3, а).

При уровне загрязнения дизельным топливом 150 мл/кг  
капиллярная влагоемкость почвенных проб (30,9±0,2%) 
в результате обработки полисорбатом-80 в концентрации 
1 г/л повышалась до 35,6±0,3%, при 5 г/л – 43,9±0,1%, 
при 10 г/л – 42,0±0,1% (см. рис. 3, b). Ту же тенденцию 
наблюдали и при повышении степени загрязнения 
почвы дизельным топливом до 300 мл/кг (см. рис. 3, с).  
В этом случае капиллярная влагоемкость образцов после 
промывки растворами полисорбата-80 повышалась с 
25,7±0,2 до 27,1±0,2% (при 1 г/л полисорбата-80), до 
35,9±0,1% (при 5 г/л полисорбата-80) и до 33,9±0,1% 
(при 10 г/л полисорбата-80). 

Загрязнение моторным маслом во всех исследуемых 
концентрациях (50, 150 и 300 мл/кг) приводило к 
неудовлетворительной капиллярной влагоемкости 
почв. Так, в присутствии 50 мл/кг моторного масла 
показатель капиллярной влагоемкости снижался с 
70,2±0,7 до 16,7±0,6%, при 150 мл/кг – до 13,2±0,5%,  
при 300 мл/кг – до 6,0±0,3% (рис. 4). В результате про-
мывки почвы, содержащей 50 мл/кг моторного масла, 
полисорбатом-80 показатель капиллярной влагоемкости 
повышался: после применения промывного раствора, 
содержащего 1 г/л полисорбата-80, капиллярная влаго-
емкость почвенного образца составила 31,6±0,4%, при 
использовании раствора с концентрацией полисорбата-80 
5 г/л – 44,3±0,2%, с концентрацией 10 г/л – 52,3±0,1% 
(см. рис. 4, а). Указанные значения оставались ниже 
показателей проб, в которых почва не подвергалась 
загрязнению моторным маслом. Таким образом, про-
мывка полисорбатом-80 не приводила к восстановлению 
исследуемого агрофизического показателя почвы до 
исходных параметров. Тем не менее значения капил-
лярной влагоемкости при использовании ПАВ повы-
шались с уровня «неудовлетворительная» до «хорошая» 
или «наилучшая». Это свидетельствует о принципиальной 
возможности применения реагентной обработки почвы, 
загрязненной моторным маслом, исследуемым детер-
гентом. При этом наилучший эффект был получен при 
использовании 10 г/л полисорбата-80. 

Схожая тенденция была отмечена и при уровне 
загрязнения моторным маслом 150 мл/кг (см. рис. 4, b). 
Промывка почвенных образцов, содержащих 150 мл/кг 
моторного масла, раствором с содержанием 1 г/л поли-
сорбата-80 приводила к возрастанию их капиллярной 
влагоемкости с 13,2±0,5 до 19,4±0,2%, однако оба этих 
значения соответствуют неудовлетворительному уровню 
испытуемого показателя. Более высокие концентрации 
ПАВ повышали уровень капиллярной влагоемкости с 
неудовлетворительного (с 13,2±0,5%) до хорошего: 
34,2±0,3 и 36,1±0,1% при 5 и 10 г/л полисорбата-80 
соответственно.

При самом высоком из испытанных уровне нефтяного 
загрязнения (300 мл/кг) добиться восстановления 
исследуемого агрофизического параметра до уровня 
«удовлетворительный» удавалось лишь в ходе приме-
нения 10 г/л полисорбата-80. В этом случае значение 
капиллярной влагоемкости почвы после промывки 
раствором ПАВ возрастало с 6,0±0,3 до 26,5±0,2%. 
Данное значение соответствует нижней границе уровня 
«удовлетворительная влагоемкость» в градации Качин-
ского. После использования промывных растворов, 
содержащих 1 г/л полисорбата-80, капиллярная влагоем-
кость почвы составляла 12,0±0,9% (то есть оставалась 
неудовлетворительной), а при использовании растворов 
с концентрацией полисорбата-80 5 г/л – 21,3±0,2% 
(нижняя граница уровня «неудовлетворительная вла-
гоемкость» в градации Качинского) (см. рис. 4, с). 

Следует отметить, что для того, чтобы исключить 
возможное влияние самого ПАВ на почву, в качестве 
контрольного варианта также рассматривали незагряз-
ненные нефтепродуктами образцы исходной почвы, 
промытые растворами на основе полисорбата-80. 
Промывка незагрязненных почвенных образцов про-
мывными растворами практически не меняла испы-
туемый параметр при содержании полисорбата-80 5 
и 10 г/л (уменьшение в 1,1–1,2 раза, но при этом оно 
не являлось статистически достоверным). Например, 
при обработке почвенных образцов промывными рас-
творами с содержанием полисорбата-80 1, 5 и 10 г/л 
испытуемый параметр составлял 68,0±0,2, 62,9±0,1 и 
60,0±0,1% соответственно, в то время как для незагряз-
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Рис. 4. Капиллярная влагоемкость серой лесной почвы, загрязненной моторным маслом в концентрациях 50 мл/кг (а), 
150 мл/кг (b) и 300 мл/кг (с), после промывки полисорбатом-80 
Fig. 4. Capillary water capacity of gray forest soil contaminated with motor oil in concentrations of 50 ml/kg (a),  
150 ml/kg (b), 300 ml/kg (c) after washing with polysorbate 80 
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ненной почвы без обработки ПАВ он равнялся 70,2±0,7%  
(по градации Качинского капиллярная влагоемкость 
почвы в диапазоне от 40% и выше считается наилучшей).

Гигроскопическая влажность. Вода особенно прочно 
удерживается в наиболее мелких порах и трещинах 
и испытывает со стороны поверхности твердой ком-
поненты «связывающее» влияние разной природы. 
Адсорбционная вода как одна из разновидностей 
связанной воды образуется за счет адсорбционного 
«притяжения» молекул воды к активным адсорбционным 
центрам поверхности минерала. Она неоднородна и, 
в свою очередь, подразделяется на воду островной и 
полислойной адсорбции, которые различаются силой 
молекулярного взаимодействия. Общее количество воды 
полимолекулярной адсорбции характеризует такой поч-
венный параметр, как гигроскопическая влажность.

При оценке гигроскопической влажности наблюдали 
несколько иное соотношение испытуемых нефтепро-
дуктов по степени их действия на этот параметр, нежели 
на капиллярную влагоемкость. В этом случае моторное 
масло оказывало меньший эффект, чем дизельное 
топливо и нефть (рис. 5). 

После промывки образцов почвы, загрязненных 
испытуемыми нефтепродуктами (нефтью, дизельным 
топливом, моторным маслом), растворами поли-
сорбата-80 происходило повышение их гигроскопической 
влажности. При этом при уровне нефтезагрязнений 
50 мл/кг в условиях наших экспериментов промывкой 
растворами ПАВ удавалось достичь уровня гигроско-
пической влажности, соответствующего уровню влаж-
ности исходной (незагрязненной) почвы. При более 
высокой степени загрязнения (150 и 300 мл/кг)  
полного восстановления гигроскопической влажности 
не достигали, однако при промывке растворами, содер-
жащими 10 г/л полисорбата-80, значения этого агрофи-
зического параметра были очень близки к исходным. В 
качестве примера можно рассмотреть более подробно 
данные, представленные на рис. 6. Показатель гигро-
скопической влажности контрольного образца серой 
лесной почвы был равен 35,4%. После добавления в 
исходный образец почвы моторного масла в концен-
трации 50 мл/кг показатель становился равным 32,5%. 
После промывки полисорбатом-80 (1, 5 и 10 г/л) ана-
лизируемый показатель составлял 32,9, 34,8 и 35,2% 
соответственно (см. рис. 6, а). 

После приливания моторного масла (150 мл/кг) в 
исходный образец почвы показатель гигроскопической 
влажности составлял 30,6%. При промывке полисор-
батом-80 (1, 5 и 10 г/л) данный показатель повысился и 
стал равен 31, 33,7 и 34,2% соответственно (см. рис. 6, b). 

При добавлении моторного масла (300 мл/кг) в 
исходный образец почвы показатель гигроскопической 
влажности составлял 27,6%. Промывка полисорбатом-80 
(1, 5 и 10 г/л) вызвала увеличение данного показателя 
до 28,2, 30,4 и 32,6% соответственно (см. рис. 6, с). 

В аналогичных экспериментах с дизельным топливом 
(рис. 7) и нефтью (рис. 8) была получена тенденция, 
схожая с результатами экспериментов с моторным 
маслом (см. рис. 6).

Похожие результаты получены и другими авторами. 
Под действием нефти и нефтепродуктов почва приоб-
ретала более гидрофобные свойства. При увеличении 
количества нефти и нефтепродуктов в почве ее гидро-
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Рис. 6. Гигроскопическая влажность серой лесной почвы, загрязненной моторным маслом в концентрациях 50 мл/кг (а), 
150 мл/кг (b), 300 мл/кг (c), после промывки полисорбатом-80
Fig. 6. Hygroscopic moisture content of gray forest soil contaminated with motor oil in concentrations of 50 ml/kg (a),  
150 ml/kg (b), 300 ml/kg (c) after washing with polysorbate 80
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Рис. 5. Влияние дизельного топлива, нефти и моторного 
масла в концентрациях 50, 150 и 300 мл/кг  
на гигроскопическую влажность серой лесной почвы 
(время от момента загрязнения – 1 сутки)
Fig. 5. Effect of diesel fuel, petroleum and motor oil  
in concentrations of 50, 150 and 300 ml/kg 
on the hygroscopic moisture of gray forest soil  
(time from the moment of contamination – 1 day)
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фобность возрастала. Это снижало способность почвы 
впитывать влагу и проводить ее по почвенным капил-
лярам [25, 26]. 

После промывки почвы частично восстанавливали 
исходные характеристики [27–29]. ПАВ повышает сма-
чиваемость почвы [30], поскольку гидрофобный хвост 
смачивающего агента химически связывается с гидро-
фобной поверхностью почвенных частиц, в то время 
как гидрофильная головка притягивает молекулы воды, 
тем самым позволяя им проникать в почву и таким 
образом увеличивая инфильтрацию [31]. 

В большинстве работ, описывающих промывку нефте-
загрязненных почв при помощи растворов ПАВ, проде-
монстрирована количественная оценка остаточных или 
удаленных нефтепродуктов. В то же время реальная картина 
нефтяного загрязнения (как исходного, так и остаточного 
после ремедиационных мероприятий) иногда искажается 
вследствие погрешностей химического анализа, которые 
могут быть связаны со сложностью почвенной системы. 
Ее обуславливают разные физико-химический (грануломе-
трический, минеральный, химический) и биологический 
(видовой, популяционный) составы [32]. 

Учитывая все вышеперечисленное, на наш взгляд, 
для адекватной оценки эффективности реагентной обра-
ботки нефтезагрязненных почв необходимо опираться на 
результаты не только химического анализа, но и других 

методов. Именно поэтому в данной работе нами были 
оценены агрофизические параметры почвы – капил-
лярная влагоемкость и гигроскопическая влажность. 
Они являются важнейшими характеристиками почвы, 
определяющими ее сельскохозяйственную ценность [23]. 
И именно они в первую очередь подвержены изменениям 
при действии таких гидрофобных загрязнителей, как 
нефть и ее производные. В связи с этим изменение 
этих параметров будет являться хорошим откликом на 
нефтяное загрязнение почвы и его удаление при помощи 
ПАВ, что и продемонстрировано в данной работе.

Фитотоксичность. Эффективность промывки нефте-
загрязненной почвы растворами полисорбата-80 оце-
нивали также по изменению фитотоксичности испы-
туемых почвенных образцов. Исследуемым параметром 
служил эффект торможения (в процентах) роста корней 
проростков кресс-салата Lepidium sativum.

Обработка почвенных проб, содержащих дизельное 
топливо (рис. 9), нефть (рис. 10) и машинное масло 
(рис. 11), растворами ПАВ приводила к незначительному 
снижению их токсичности. При этом полной детокси-
кации в условиях наших экспериментов не наблю-
далось. Наибольший эффект оказывала промывка 
нефтезагрязненных почв растворами полисорбата-80 
в концентрации 10 г/л, что соотносится с данными по 
капиллярной влагоемкости и гигроскопической влаж-

 Проба с дизельным топливом    Проба без дизельного топлива (контроль)

Рис. 7. Гигроскопическая влажность серой лесной почвы, загрязненной дизельным топливом в концентрациях 50 мл/кг (а),  
150 мл/кг (b), 300 мл/кг (c), после промывки полисорбатом-80
Fig. 7. Hygroscopic moisture content of grey forest soil contaminated with diesel fuel in concentrations of 50 ml/kg (a),  
150 ml/kg (b), 300 ml/kg (c) after washing with polysorbate 80
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Рис. 8. Гигроскопическая влажность серой лесной почвы, загрязненной нефтью в концентрациях 50 мл/кг (а),  
150 мл/кг (b), 300 мл/кг (c), после промывки полисорбатом-80
Fig. 8. Hygroscopic moisture content of gray forest soil contaminated with oil in concentrations of 50 ml/kg (a),  
150 ml/kg (b), 300 ml/kg (c) after washing with polysorbate 80
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ности. Например, в почве, загрязненной дизельным 
топливом в концентрации 50 мл/кг, эффект тормо-
жения роста корней тест-растений (по сравнению с 
ростом в незагрязненной почве) составил 53,3±1,4%. 
В результате обработки такого почвенного образца 
раствором на основе 10 г/л полисорбата-80 эффект 
торможения снизился до 39,3±0,8% (см. рис. 9). Таким 
образом, детоксикация оказалась незначительной и 
составила около 15% (достоверно при Р ≥ 0,95). Схожую 
тенденцию наблюдали при работе с почвами, загряз-
ненными нефтью (см. рис. 10) и машинным маслом 
(см. рис. 11). 
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Рис. 9. Эффект торможения роста корней проростков 
семян кресс-салата Lepidium sativum в пробах серой 
лесной почвы, загрязненной дизельным топливом  
в концентрациях 50, 150 и 300 мл/кг, после промывки 
полисорбатом-80

Fig. 9. Inhibition effect of root growth of Lepidium sativum 
seedlings in grey forest soil samples contaminated with 
diesel fuel at concentrations of 50, 150 and 300 ml/kg  
after washing with polysorbate 80
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Рис. 10. Эффект торможения роста корней проростков 
семян кресс-салата Lepidium sativum в пробах серой 
лесной почвы, загрязненной нефтью в концентрациях 50, 
150 и 300 мл/кг, после промывки полисорбатом-80

Fig. 10. Inhibition effect of root growth of Lepidium sativum 
seedlings in samples of grey forest soil contaminated  
with petroleum at concentrations of 50, 150 and 300 ml/kg 
after washing with polysorbate 80
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Рис. 11. Эффект торможения роста корней проростков 
семян кресс-салата Lepidium sativum в пробах серой 
лесной почвы, загрязненной моторным маслом  
в концентрациях 50, 150 и 300 мл/кг, после промывки 
полисорбатом-80

Fig. 11. Inhibition effect of root growth of Lepidium sativum 
seedlings in samples of gray forest soil contaminated  
with motor oil at concentrations of 50, 150 and 300 ml/kg 
after washing with polysorbate 80

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Показатели капиллярной влагоемкости и гигроскопи-

ческой влажности являются важнейшими почвенными 
характеристиками, отражающими степень нефтяного 
загрязнения почвы. Эксперименты показали, что после 
добавления в почву моторного масла, нефти и дизельного 
топлива в концентрациях 50, 150 и 300 мл/кг показатели 
капиллярной влагоемкости и гигроскопической влажности 
значительно снижались. При этом степень воздействия изу-
ченных нефтепродуктов на капиллярную влагоемкость почвы 
повышалась в ряду дизельное топливо < нефть < моторное 
масло. Действие указанных гидрофобных загрязнителей на 
гигроскопическую влажность характеризовалось несколько 
иным рядом: моторное масло < дизельное топливо < нефть. 

Экспериментально продемонстрировано, что ука-
занные почвенные характеристики также позволяют оце-
нивать эффективность удаления нефтяного загрязнения 
в ходе реагентной промывки загрязненных почвенных 
образцов растворами ПАВ. В частности, с использованием 
этих агрофизических характеристик изучено влияние 
промывки почв, загрязненных тремя нефтепродуктами 
(дизельное топливо, моторное масло и нефть), растворами 
неионогенного ПАВ полисорбата-80. Для проведения 
очистки было использовано соотношение почвы, про-
мывного раствора и воды 1:1:4 (по массе), а время 
обработки составило 60 мин. Эксперименты показали, 
что после промывки загрязненных почвенных образцов 
полисорбатом-80 изученные агрофизические параметры 
частично восстанавливались, однако оставались ниже, 
чем у исходных образцов почвы. Схожая тенденция 
выявлена и при оценке фитотоксичности исследуемых 
почвенных проб: после промывки нефтезагрязненных 
почвенных образцов растворами полисорбата-80 их 
фитотоксичность снижалась примерно на 15%. 
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При всем вышесказанном при уровне загрязнения 
почвы нефтепродуктами до 150 мл/кг наилучшими 
промывными свойствами обладали растворы, содер-

жащие 5 г/л полисорбата-80, а при уровне загряз-
нения 300 мл/кг рекомендуется повышать концен-
трацию исследуемого ПАВ до 10 г/л. 
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Фотоактивация окислительной деструкции  
и минерализации цефтриаксона излучением эксилампы

М.Р. Сизых , А.А. Батоева, Д.Г. Асеев 

Байкальский институт природопользования СО РАН, Улан-Удэ, Российская Федерация

Аннотация. Среди устойчивых к биологической деструкции органических соединений особое место 
занимают антибиотики, так как возрастающий с каждым годом объем их потребления привел к тому, что их 
обнаруживают практически во всех компонентах водных экосистем. При использовании усовершенство-
ванных окислительных процессов удается достичь конверсии не только целевых соединений, но и проме-
жуточных продуктов их реакций, которые нередко являются более токсичными. Пристальное внимание 
уделяется использованию в качестве прекурсоров активных форм кислорода персульфатов, активиро-
ванных комбинированными методами, включающими ультрафиолетовое излучение. Среди современных 
безртутных источников выделяют KrCl-эксилампы с квазимонохроматическим излучением. В настоящей 
работе впервые исследованы кинетические закономерности окисления β-лактамного антибиотика цефтри-
аксона и минерализации общего органического углерода персульфатом при воздействии УФ-С-излучения 
KrCl-эксилампы. Дана сравнительная оценка различных окислительных систем. Установлено, что эффек-
тивность деструкции целевого соединения возрастает в ряду {S2O8

2-} << {УФ} < {Fe2+/S2O8
2-} < {УФ/S2O8

2-} <  
{УФ/Fe2+/S2O8

2-}. Минерализация общего органического углерода достигается только в окислительных 
системах {УФ/Fe2+/S2O8

2-} > {УФ/S2O8
2-}. Оптимальные условия для полной конверсии цефтриаксона и 

глубокой минерализации общего органического углерода (43–60%) в системе {УФ/Fe2+/S2O8
2-} реали-

зуются при мольном соотношении [S2O8
2-]:[Fe2+] = 10. Доказано, что в процессе деструкции цефриаксона 

и минерализации общего органического углерода принимают участие как сульфатные анион-радикалы, 
так и гидроксильные радикалы. Полученные результаты свидетельствуют о перспективности использо-
вания УФ-С-излучения KrCl-эксилампы в комбинированной окислительной системе {УФ/Fe2+/S2O8

2-} для 
эффективной деструкции β-лактамных антибиотиков.

Ключевые слова: усовершенствованные окислительные процессы, персульфат, фотоактивация, цефтриаксон, 
активные формы кислорода, эксилампа
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Photoactivation of oxidative degradation 
and mineralization of ceftriaxone with excilamp radiation

Marina R. Sizykh , Agniya A. Batoeva, Denis G. Aseev

Baikal Institute of Nature Management SB RAS, Ulan-Ude, Russian Federation

Abstract. Among organic compounds resistant to biodegradation, antibiotics are of particular interest because their 
constantly increasing consumption has resulted in their presence in almost all components of aquatic ecosystems. 
With the use of advanced oxidation processes, it is possible to achieve conversion not only of target compounds 
but also of their reaction intermediates, which are often more toxic. Close attention is paid to the use of persulfates 
as precursors of reactive oxygen species, which are activated via combined methods involving ultraviolet radiation. 
Modern mercury-free sources include KrCl exilamps emitting quasi-monochromatic radiation. This study is the first 
to examine the kinetics of oxidation of a β-lactam antibiotic (ceftriaxone) and mineralization of total organic carbon 
by persulfate under the UVC radiation of a KrCl exilamp. Different oxidative systems were comparatively evaluated. 
The efficiency of target compound degradation was found to increase in the series {S2O8

2-} << {UV} < {Fe2+/S2O8
2-} <  

{UV/S2O8
2-} < {UV/Fe2+/S2O8

2-}. The total organic carbon was mineralized only in the oxidative systems {UV/Fe2+/
S2O8

2-} > {UV/S2O8
2-}. The optimal conditions for complete conversion of ceftriaxone and deep mineralization of total 

organic carbon (43–60%) in the {UV/Fe2+/S2O8
2-} system were achieved at a molar ratio of [S2O8

2-]:[Fe2+] = 10. Both 
sulfate radical anions and hydroxyl radicals were shown to participate in ceftriaxone degradation and mineralization 
of total organic carbon. The obtained results indicate the viability of using the UVC radiation of a KrCl exilamp in the 
combined oxidative system {UV/Fe2+/S2O8

2-} for effective degradation of β-lactam antibiotics.

Keywords: advanced oxidation processes, persulfate, photoactivation, ceftriaxone, reactive oxygen species, excilamp
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ВВЕДЕНИЕ
В области разработки технологий для минимизации 

поступления трудноразлагаемых и устойчивых к биоло-
гической деструкции органических соединений большой 
интерес у исследователей вызывают усовершенство-
ванные окислительные процессы (англ.: advanced 
oxidation processes), основанные на использовании 
генерируемых in situ высокореакционноспособных 
активных форм кислорода. При их применении удается 
достичь высокой конверсии не только целевого соеди-
нения, но и промежуточных продуктов реакций, которые 
нередко являются более токсичными и устойчивыми. 
Интегральным показателем, широко используемым 
для оценки эффективности усовершенствованных 
окислительных процессов и свидетельствующим о 
глубоком окислении интермедиатов и, следовательно, 
о повышении биоразлагаемости продуктов реакции, 
является эффективность минерализации – снижение 
концентрации общего органического углерода в рас-
творе [1–6].

Основными активными формами кислорода в усо-
вершенствованных окислительных процессах являются 

гидроксильные радикалы, характеризующиеся высокой 
окислительной способностью (Е0 = 2,72 В), низкой селек-
тивностью и малым временем существования в растворе 
(20 нс) [1]. При этом они способны окислить большинство 
целевых соединений через реакции гидроксилирования 
и дегидрирования [1, 7]. Особое внимание уделяется 
изучению возможности использования в усовершен-
ствованных окислительных процессах сульфатных ани-
он-радикалов – SO4

•- [8–11], так как они сочетают в 
себе высокую окислительную способность (Е0 = 2,44 В),  
селективность по отношению к органическим моле-
кулам с электронодонорными заместителями (-NH2, 
-ОН, -OR) и большее время существования в растворе  
(40 мкс) [1, 12]. Источниками формирования сульфатных 
анион-радикалов в растворе являются персульфаты – 
пероксидисульфаты и пероксомоносульфаты, которые 
подвергают химическому или физическому воздействию. 

Для химической активации персульфатов наиболее 
широко используют ионы переходных металлов, среди 
которых предпочтение отдается Fe2+, так как его сое-
динения широко распространены в природе и менее 
токсичны. При этом образование сульфатных анион-ра-
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дикалов происходит в результате окислительно-восста-
новительной реакции: 

Mеn+ + S2O8
2⁻ → Mе(n+1)+ + SO4

•⁻ + SO4
2⁻.

При активации персульфатов физическим воздей-
ствием широко используют ультрафиолетовое (УФ) 
излучение (λ < 280 нм) [13]. При этом образование 
сульфатных анион-радикалов происходит в результате 
гомолитического разрыва ковалентной связи «кислород –  
кислород»: 

– SO3–O–O–SO3
– 
ℎ𝜈𝜈
→   2 SO4

•⁻.
В большинстве публикаций источниками УФ-излу-

чения являются ртутные лампы (λmax = 254 нм), которые 
нашли практическое применение в процессах обезза-
раживания питьевых и очищенных сточных вод. В то же 
время, учитывая сложности в их хранении и утилизации 
и общемировую тенденцию к сокращению ртутного 
загрязнения, все большее внимание исследователей 
привлекают альтернативные источники УФ-излучения, 
в частности эксимерные лампы (эксилампы) [14–17]. 
Мировой интерес к изучению возможности их приме-
нения в процессах водоочистки и водоподготовки в 
последние годы возрос [18–22]. При этом особо выделяют  
KrCl-эксилампы с квазимонохроматическим излучением 
(λ = 222 нм), отмечая их особый потенциал в усовер-
шенствованных окислительных процессах. В частности, 
установлено, что выход гидроксильных радикалов при 
облучении дистиллированной воды, содержащей пероксид 
водорода, при использовании KrCl-эксилампы в 9,4 раза 
выше, чем при использовании ртутной лампы низкого 
давления (λmax = 254 нм) [22]. Ранее нами была экспе-
риментально подтверждена возможность эффективного 
использования KrCl-эксилампы (222 нм) для активации 
персульфата в процессах окислительной деструкции 
азокрасителей. Установлено, что лишь при комбиниро-
ванной активации персульфата УФ-излучением и ионами 
Fe2+ происходит не только полное окисление красителя, 
но и глубокая минерализация органического углерода 
в водном растворе (77%) [23]. Учитывая, что эффектив-
ность применения усовершенствованных окислительных 
процессов во многом определяется химическими свой-
ствами обезвреживаемых соединений, дальнейшее 
изучение возможности использования эксиламп для 
деструкции биорезистентных органических соединений 
других химических классов представляет теоретический 
и практический научный интерес.

Среди устойчивых к биологической деструкции 
органических соединений особое место занимают 
антибиотики, так как возрастающий с каждым годом 
объем их потребления привел к тому, что их обнару-
живают практически во всех компонентах водных эко-
систем. Не обладая острой токсичностью при малых 
концентрациях, антибиотики способствуют развитию 
резистентности у бактерий, что, по мнению Всемирной 
организации здравоохранения, является угрозой для 
человечества1 [1, 24, 25].

К источникам поступления антибиотиков в водные 
экосистемы относятся недостаточно очищенные стоки 
городских станций водоочистки, так как традиционные 
методы биологической очистки сточных вод малоэф-
фективны для их удаления. В связи с этим возникает 

острая необходимость в разработке новых методов, 
позволяющих удалить антибиотики из стоков. Наиболее 
перспективными в этом отношении являются усовер-
шенствованные окислительные процессы.

Цель проведенного исследования заключалась в 
изучении кинетических закономерностей окисления 
β-лактамных антибиотиков (на примере цефтриаксона) 
и минерализации общего органического углерода 
персульфатом при воздействии УФ-С-излучения KrCl-
эксилампы в водном растворе.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Исследования проводили на растворах цефтриаксона 

(C18H16N8O7S3Na, 598 г/моль, «Биосинтез», Россия) с кон-
центрацией 33 мкМ, приготовленных на дистиллиро-
ванной воде (рН 5,7±0,2). В экспериментах использовали: 
FeSO4•7H2O (≥99,5%, Scharlab S.L., Испания), K2S2O8, 
метиловый и трет-бутиловый спирты (99%, «Химреак-
тивснаб», Россия).

Эксперименты проводили в проточном трубчатом фото-
реакторе с термостатированием (23±1 °С), оснащенном 
источником монохроматического УФ-излучения – KrCl-
эксилампой барьерного разряда, излучающей в узкой 
спектральной полосе с максимумом 222 нм (KrCl_BD_P 
model, «Эксилампы», г. Томск). Интенсивность погло-
щенного излучения KrCl-эксилампы, определенная 
методом химической актинометрии с атразином [26], 
составила 0,74 мВт/см2. 

Изменение концентрации цефтриаксона в растворе 
контролировали методом высокоэффективной жидкостной 
хроматографии (Agilent 1260 Infinity с диодно-матричным 
УФ-детектором, колонка Zorbax SB-C18 4,6×150 мм). 
Объем пробы составлял 70 мкл, температура колонки – 
35 °С, элюентом являлась смесь ацетонитрила и 0,1%-го 
раствора фосфорной кислоты (30:70). Скорость потока 
равнялась 0,3 мл/мин. 

Степень минерализации органических субстратов 
оценивали по изменению содержания общего органи-
ческого углерода, определяемого на приборе Shimadzu 
TOC-L CSN (Shimadzu, Япония, предел обнаружения 
50 мкг/л). Калибровку прибора проводили по стандартным 
образцам бифталата калия и двууглекислого натрия.

Кинетику окисления изучали по убыли концентрации 
цефтриаксона и концентрации общего органического 
углерода в ходе реакции. 

В условиях наших экспериментов, приняв, что 
радикалы генерируются в избытке и их концентрация 
постоянна во времени, кинетические зависимости мине-
рализации общего органического углерода в рассма-
триваемых системах можно представить уравнением 
реакции псевдопервого порядка: 

𝑘𝑘′ ×  = −ln(𝐶𝐶(𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂)/𝐶𝐶(𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂0)), 
где k’ – константа скорости реакции псевдопервого 
порядка;   – время экспозиции, мин; С(ООУ0) и С(ООУt) – 
исходная и в момент времени  , мин, концентрация 
общего органического углерода соответственно. 

Эффективность процесса окисления Э, %, оценивали 
по изменению концентрации цефтриаксона (конверсии) 
и минерализации общего органического углерода в 

1 Antimicrobial resistance (21 November 2023) // World Health Organization. Режим доступа: https://www.who.int/news-room/
fact-sheets/detail/antimicrobial-resistance (дата обращения: 17.02.2025).

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/antimicrobial-resistance
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обрабатываемом растворе по формуле
Э = (1 − 𝐶𝐶/𝐶𝐶0) × 100, 

где С0 и С  – исходная и в момент времени t, мин, 
концентрация цефтриаксона или общего органического 
углерода соответственно.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Цефтриаксон – цефалоспориновый антибиотик 

третьего поколения, часто используемый для лечения 
бактериальных инфекций. Молекула цефалоспорина 
содержит ядро – 7-аминоцефалоспориновую кислоту, 
состоящую из β-лактамного кольца из четырех элементов, 
слитого с шестичленным дигидротиазиновым кольцом, 
а также две боковые цепи.

Коэффициент молярной экстинкции цефтриаксона при 
222 нм достаточно высок (ε222нм = 19201±537 М-1см-1),  
поэтому он не устойчив к УФ-С-излучению KrCl-эксилампы 
(рис. 1). После 60 мин экспозиции концентрация 
цефтриаксона в растворе снизилась на 78%, однако 
минерализации общего органического углерода не 
наблюдалось (таблица). 

Цефтриаксон практически не взаимодействует с 
персульфатом. При [S2O8

2-] = 0,5 мМ через 60 мин 
концентрация цефтриаксона в растворе не изме-
нилась (рис. 2). При облучении эксилампой персульфат  
(ε222нм = 146 М-1см-1 [21]) активируется с образованием 
сульфатных анион-радикалов, в результате при 60 мин 
экспозиции цефтриаксон в растворе не обнаружен, 
а минерализация общего органического углерода 
составила 32% (см. рис. 2, таблицу).

Дополнительное введение в раствор Fe2+ при-
водит к существенному ускорению окислительного 
процесса, цефтриаксон не обнаруживается уже 
после 5 мин экспозиции. Минерализация в данном 
случае достигла 43%, а скорость минерализации 
общего органического углерода возросла в 1,5 раза 
(см. рис. 2, таблицу). 

В «темновых» условиях без фотовоздействия, несмотря 
на высокую начальную скорость (W0 = 5,5 мкМ/мин), 
через 5 мин реакция практически остановилась. Мине-

Фотоокислительная деструкция цефтриаксона
Photooxidative degradation of ceftriaxone

[Fe2+], мМ [S2O8
2-], мМ [S2O8

2-]:[Fe2+]
Конверсия, % Минерализация  

общего органического углерода
5 мин 60 мин k, ×10-3 мин-1 R2 Э, %

0,000 0,00 – 17 78 0,0 0,00 0
0,000 0,10 – 13 90 1,4 0,96 8
0,000 0,50 – 30 100 6,1 0,93 32
0,100 0,10 1,0 60 97 3,3 0,97 17
0,100 0,25 2,5 98 100 4,6 0,99 25
0,100 0,50 5,0 100 100 8,9 0,98 43
0,100 1,00 10,0 100 100 14,3 0,97 60
0,025 0,50 5,0 98 100 6,6 0,98 35
0,050 0,50 10,0 100 100 8,6 0,99 43
0,200 0,50 2,5 100 100 8,9 0,99 43
0,100** 0,10** 1,0 30 85 0,0 0,00 0
0,100** 0,50** 5,0 85 86 0,0 0,00 0

Примечание. k – константа скорости реакции; R2 –  коэффициент корреляции; Э – эффективность процесса окисления 
после 60 мин экспозиции; ** – «темновая» реакция, без облучения.
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Рис. 1. Спектры поглощения водных растворов цефтриаксона, 
персульфата калия и спектр излучения KrCl-эксилампы
Fig. 1. Absorption spectra of ceftriaxone aqueous solutions, 
potassium persulfate and the emission spectrum of a KrCl excilamp
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Рис. 2. Окислительная деструкция цефтриаксона 
и минерализация общего органического углерода 
в различных системах ([Fe2+] = 0,1 мМ, [S2O8

2-] = 0,5 мМ)
Fig. 2. Oxidative destruction of ceftriaxone and TOC mineralization 
in different systems ([Fe2+] = 0.1 mM, [S2O8

2-] = 0.5 mM)
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рализации общего органического углерода не наблю-
далось (см. рис. 2, таблицу). 

В присутствии Fe2+ в растворе формируются условия 
для реализации сопряженного радикально-цепного 
механизма, подобно системе Фентона [13, 27, 28]. 
Дополнительное фотовоздействие инициирует процессы 
восстановления Fe3+ из гидроксо- и органических ком-
плексов [29–31]. 

Существенное влияние на скорость протекания 
процесса окисления цефтриаксона и минерализации 
общего органического углерода в системе {УФ/Fe2+/S2O8

2-} 
оказывает концентрация реагирующих веществ и их 
соотношение. Экспериментально установлено, что при 
увеличении концентрации окислителя с 0,1 до 1,0 мМ 
скорость минерализации общего органического углерода 
возрастает в 4 раза (с 3,3×10-3 до 14,3×10-3 мин-1)  
(см. таблицу; рис. 3). 
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Рис. 3. Влияние концентрации окислителя на кинетику 
минерализации цефтриаксона в комбинированной 
системе {УФ/Fe2+/S2O8

2-} ([Fe2+] = 0,1 мМ)

Fig. 3. Effect of oxidizer concentration on the kinetics  
of ceftriaxone mineralization in the combined system  
{UV/Fe2+/S2O8

2-} ([Fe2+] = 0.1 mM)

Увеличение концентрации Fe2+ с 0,025 мМ до 0,05 мМ 
при [S2O8

2-] = 0,5 мМ приводит к росту константы ско-
рости реакции минерализации общего органического 
углерода с 6,6×10-3 до 8,6×10-3 мин-1 (см. таблицу; рис.4). 
Дальнейшее увеличение концентрации Fe2+ не оказывает 
существенного влияния на кинетику минерализации 
общего органического углерода. Таким образом, экс-
периментально установлено, что оптимальные условия 
для полной конверсии цефтриаксона и глубокой мине-
рализации общего органического углерода (43–60%) 
в системе {УФ/Fe2+/S2O8

2-} реализуются при мольном 
соотношении [S2O8

2-]:[Fe2+] = 10.
Процесс окислительной деструкции органических 

соединений в железо-персульфатных системах проис-
ходит за счет их взаимодействия с высокореакционными 
активными формами кислорода, формирующимися 
в растворе (•OH, SO4

•–, O2
•− и др.). Для выявления 

роли активных форм кислорода при окислительной 
деструкции цефтриаксона в системе {УФ/Fe2+/S2O8

2-}  

проведены эксперименты с добавлением ингибиторов 
радикальных реакций – метилового и трет-бутилового 
спиртов. Константы скорости взаимодействия метанола 
с SO4

•– и •OH имеют относительно близкие значения  
(kMeOH/•OH = 9,7×108 М-1с-1 и kMeOH/SO4

•- = 1,1×107 М-1с-1 [31]), 
поэтому он будет реагировать с ними практически 
одновременно. Константа скорости взаимодей-
ствия трет-бутанола с •OH на три порядка выше, чем 
с SO4

•- (kt-BtOH/•OH = (3,8–7,6)×108 М-1с-1 и kt-BtOH/SO4
•- = 

(4,0–9,1)×105 М-1с-1 [32]), поэтому с гидроксильными 
радикалами он будет реагировать в первую очередь. 
Учитывая, что константы скорости взаимодействия 
антибиотиков цефалоспоринового ряда с SO4

•- и •OH 
составляют ≈109 М-1с-1 [33, 34], соединения-«ловушки» 
необходимо брать в большом избытке. Изменение 
характера кинетических зависимостей и анализ 
3D-хроматограмм растворов цефтриаксона до и 
после обработки в окислительной системе {УФ/Fe2+/
S2O8

2-} в присутствии «радикальных ловушек» одно-
значно свидетельствует об ингибировании окисли-
тельной деструкции целевого соединения (рис. 5). Так, 
после 5 мин экспозиции конверсия цефтриаксона с 
трет-бутанолом снизилась на 14%, а с метанолом – 
на 27%. Полученные результаты свидетельствуют о том, 
что в процессе окислительной деструкции цефтриаксона 
принимают участие как гидроксильные радикалы, так 
и сульфатные анион-радикалы. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, в ходе проведенной работы впервые 

исследованы кинетические закономерности фотока-
талитического окисления β-лактамного антибиотика 
цефтриаксона и минерализации общего органического 
углерода персульфатом при воздействии УФ-С-излу-
чения KrCl-эксилампы (222 нм) в водном растворе. 
Дана сравнительная оценка различных окислительных 
систем. Экспериментально установлено, что эффектив-
ность деструкции целевого соединения возрастает в ряду 
{S2O8

2-} << {УФ} < {Fe2+/S2O8
2-} < {УФ/S2O8

2-} < {УФ/Fe2+/S2O8
2-}.  

 
 

 
-0,6

-0,4

-0,2

0,0
0 20 40 60

ln
(O
О
У

/О
O
У₀

)

Время, мин

0,025
0,050
0,100
0,200

[Fe²⁺], мМ

0

2

4

6

8

10

0 0,05 0,10 0,15 0,20

k,
 ×

10
-3

м
ин

 -1

[Fe²⁺], мМ

Рис. 4. Влияние концентрации Fe2+ на кинетику  
окисления цефтриаксона в комбинированной системе  
{УФ/Fe2+/S2O8

2-} ([S2O8
2-] = 0,5 мМ)

Fig. 4. Effect of Fe2+ concentration on the kinetics  
of ceftriaxone oxidation in the combined system  
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Минерализация общего органического углерода дости-
гается только в окислительных системах {УФ/Fe2+/S2O8

2-} > 
{УФ/S2O8

2-}. Оптимальные условия для полной конверсии 
цефтриаксона и глубокой минерализации общего орга-
нического углерода (43–60%) в системе {УФ/Fe2+/S2O8

2-} 
реализуются при мольном соотношении [S2O8

2-]:[Fe2+] = 10.  
С применением ингибиторов радикальных реакций 
доказано, что в процессе деструкции цефтриаксона и 

минерализации общего органического углерода при-
нимают участие как сульфатные анион-радикалы, так и 
гидроксильные радикалы. Полученные результаты свиде-
тельствуют о перспективности использования УФ-С-излу-
чения KrCl-эксилампы в комбинированной окислительной 
системе {УФ/Fe2+/S2O8

2-} для эффективной деструкции 
β-лактамных антибиотиков.
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углей можно организовать производство активированного угля по сравнительно простой технологии. Потре-
бление активированного угля постоянно увеличивается, поскольку он используется в таких важных областях, 
как очистка сточных вод и питьевой воды, контроль загрязнения атмосферы, разделение газовых смесей, 
рекуперация растворителей и т.д. К сожалению, на данный момент активированный уголь в Монголии не 
производится, поэтому Монголия импортирует 700–800 т активированного угля в год по цене 700–900 долл. 
США за тонну. Для проведения исследования нами были выбраны несколько образцов высокосортного угля из 
Монголии, включая угли Таван Толгой IV, Нарийн Сухаит (оба являются битуминозными коксующимися углями из 
южной части Монголии), а также угли месторождения Сайхан-Овоо (высокосортный каменный уголь из северной 
части Монголии). Данные угли были обогащены раствором хлористого цинка и подвергнуты полукоксованию 
(карбонизации) с целью получения основного сырья для производства активированного угля. Активированный 
уголь был получен на основе этих карбонизированных углей путем их активации предварительно нагретым 
водяным паром в течение 120 мин. В результате работы были определены основные технические характе-
ристики исходных образцов угля и полученных образцов активированного угля, а также их микропористые 
свойства, такие как йодное число, адсорбционная способность по метиленовому синему и удельная площадь 
поверхности. Предложена технологическая схема получения активированного угля из рассмотренных видов угля.

Ключевые слова: высокосортный уголь, битуминозный уголь, каменный уголь, активированный уголь, площадь 
поверхности
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INTRODUCTION
Mongolia has a total resource of 173 billion tons of 

different kinds of coal. They include high-ranking bitu-
minous, stone sub-bituminous coal, brown coals of lignite 
type, which are distributed throughout the territory of 
Mongolia. Mongolia is one of the 10 coal-rich countries 
in the world and already has 28 billion tons of confirmed 
resources [1–9] of coal. 

In Mongolia, there are several rich deposits of high rank 
coals such as Tavan Tolgoi IV, Nariin Sukhait, Saikhan-Ovoo 
deposits, and a huge resource of low coals, such as stone 
sub-bituminous and brown coal in the central region, which 
are in exploration. We have chosen these 3 previously inves-
tigated high rank coals, including Tavan Tolgoi IV [10, 11],  
Nariin Sukhait [12], and Saikhan-Ovoo coal [13, 14],  
for thermal processing investigation and preparation of 
activated carbons with highly developed porous structure 
and adsorption property [15–18].

Activated carbon consumption is continuously increasing 
due to its use in critical areas such as waste and drinking 
water treatments, atmospheric pollution control, gas mixture 

separation, and solvent recovery. Conversely, activated 
carbons are not produced in Mongolia, which results in 
the country importing 700–800 tons of activated carbon 
per year at a cost of 700–900 USD/ton. For this reason, 
we have decided to evaluate the feasibility of producing 
activated carbons here in Mongolia.

MATERIALS AND METHODS
Location data, type, resource, and other information 

of the investigated coal samples are given in Table 1.
The analytical coal samples from these three deposits 

were prepared in accordance with Mongolian National 
Standards (MNS) and the main technical specifications, 
including moisture (MNS 656-79), ash (MNS 652-79), 
volatile matter (MNS 654-79), caloric value (MNS 669-
87), and sulfur content (MNS 895-79).

Activated carbon samples derived from coal were 
prepared using the following procedure:

1. Purification of initial coal samples in ZnCl2 solution 
aimed to decrease the content of ash.

2. Carbonization of purified coal by pyrolysis.

Table 1. Some information about the investigated coal deposits

Таблица 1. Некоторые сведения о разведанных угольных месторождениях

Coal deposit Location Coal type and reserves Year of discovery

Tavan Tolgoi IV
Tsogttsetsi village of Southgobi aimak, 14 km 

from the Tsogttsetsi sum to the south and 
600 km from Ulaanbaatar to the South Gobi

High rank bituminous  
and coking coal, geological 

reserves 6.4 billion tons
1966

Nariin Sukhait
Gurvantes village of Southgobi aimak, 296 km 

from the Dalanzadgad town and 849 km  
from Ulaanbaatar to the South Gobi

High rank bituminous 
coal, geological reserves 

125.5 million tons
1994

Saikhan-Ovoo Saikhan village of Bulgan aimak, 22 km  
from the village to the north west

High rank stone coal, geological 
reserves 34.7 million tons 1965
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3. Activation of carbonized hard residues with pre-
heated water steam.

Purification of initial coal samples in ZnCl2 solution 
involves several steps. First, the coal samples were milled 
and sieved, with the 1.0–1.5 mm fraction selected for 
further processing. Water solutions of ZnCl2 with varying 
densities (1300, 1400, 1500, 1600, 1700, 1800, 1900, 
2000) g/cm³ were utilized for purifying the sieved coal 
samples. It was found that the ZnCl2 solution with a density 
of 1300 g/cm³ reduced the ash content by more than two 
times. The coal sample was submerged in the ZnCl2 solution 
in a glass cylinder, mixed thoroughly for 5 minutes, and 
allowed to settle for 24 hours, resulting in the formation 
of top and bottom fractions (Figure 1). Both fractions 
were filtered separately, and their yields were recorded.

Fig. 1. Scheme of initial coal samples purification  
in ZnCl2 solution

Рис. 1. Схема очистки исходных образцов угля  
в растворе ZnCl2

Carbonization of purified coal. The pyrolysis of coal 
samples was conducted in a vertical cylindrical retort made 
of stainless steel, capable of holding 1000 g of sample 
(Figure 2). The retort was positioned in an electric furnace 
(model SNOL) with a maximum temperature of 950 °C. 
A chromel-alumel thermocouple was immersed in the 
coal bed to measure the actual heating temperature and 
was complemented with temperature control equipment 
(potentiometer). The retort was connected to an air-cooled 
iron tube and a water-cooled laboratory glass condenser, 
along with a collection vessel for the liquid products (pitch 
and pyrolysis water). The uncondensed gases exiting the 
water-cooled condenser left the system through a thin glass 
tube. The experiments were conducted at a temperature 
of 700 °C, with a heating rate of 20 °C×min¹. The yields 
of products, including solid residue (coal char), tar, and 
pyrolysis water, were determined by weighing, while the 
yield of gases was calculated by difference.

Fig. 2. Scheme of the equipment set for the pyrolysis 
(carbonization) of coal: 1 – electric furnace (model SNOL, 
Russia); 2 – retort; 3 – laboratory glass condenser (cooler);  
4 – millivoltmeter; 5 – thermometer; 6 – vessel for tar;  
7 – exit for uncondensed gas

Рис. 2. Схема установки для пиролиза (карбонизации) угля: 
1 – электрическая печь (модель SNOL, Россия);  
2 – реакционный сосуд; 3 – стеклянный холодильник;  
4 – милливольтметр; 5 – термометр; 6 – сосуд для смолы; 
7 – выход несконденсированных газов

Activation of carbonized coal samples. The carbonized 
coal samples (10–15 g) are placed in a quartz tube and 
flushed with nitrogen to eliminate oxygen, heated to 800 °C, 
and activated with heated water steam for 120 minutes 
(Figure 3).

Fig. 3. Scheme of the equipment set for the activation  
of carbonized coal

Рис. 3. Схема установки для активации 
карбонизированного угля

Characterization of activated carbon samples. The iodine 
number is defined as the number of milligrams of iodine 
adsorbed from an aqueous solution by 1 g of activated 
carbon when the iodine concentration in the residual 
filtrate is 0.02 N. Granular activated carbon was pulverized 
(<0.1 mm) and then dried at 150 °C to a constant weight.  
A weighed carbon sample (1 g) was placed into a 250 ml 
stoppered dry glass flask, and then 50 ml of 0.10 N iodine 
solution was added by pipette. The flask was stopped 
immediately and then shaken vigorously for 30 seconds, 
filtered by gravity through filter paper immediately after the 
30-second shaking period. The filtrate was stirred in the 
beaker with a glass rod, and then 50 ml was transferred 
by pipette into a 250 ml flask. A 50 ml sample was titrated 
with 0.10 N sodium thiosulfate solution until the yellow 
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color had almost disappeared. Then about 1 ml of starch 
solution was added, and titration continued until the blue 
indicator color just disappeared. The volume of sodium 
thiosulfate solution used was recorded. 

The iodine number X, %, of the carbon was calculated 
using Equation 1.

𝑋𝑋 = (𝑉𝑉₀−𝑉𝑉₁)×0.0127×100×50
𝑚𝑚×10 , 

        
(1)

where V1 – volume of sodium thiosulphate solution, ml; 
m – mass of activated carbon, g; 50 – iodine solution of 
0.10 N added into weighed sample, ml.

The methylene blue value is defined as the number of 
milliliters of standard methylene blue solution decolorized 
by 0.1 g of activated carbon (dry basis). Granular activated 
carbon is pulverized (<0.1 mm) and then dried at 150 °C 
to constant weight. Exactly 0.1 g of the carbon sample 
is contacted with 25 (5) ml of the methylene blue test 
solution in a glass stoppered flask. The flask is shaken 
until decolorization occurs. Then a further 5 (1) ml of the 
methylene blue test solution is added, and the flask is 
shaken until decolorization. The addition of methylene 
blue test solution in 5 (1) ml portions is repeated as 
long as decolorization occurs within five minutes. The 
volume of methylene blue test solution in ml that is just 
decolorized is the methylene blue value of the activated 
carbon.

RESULTS AND DISCUSSION
The results of ultimate and proximate analysis of the 

studied initial coal samples from Tavan Tolgoi IV, Nariin 
Sukhait, and Saikhan-Ovoo deposits are shown in Table 2.

The technical characteristics in Table 2 show that 
Tavan Tolgoi IV, Nariin Sukhait, and Saikhan-Ovoo coals 
have low ash content. The sulfur content is less than 1 
in all coals, which is beneficial from an environmental 
perspective. Additionally, the volatile matter is lower in 
Tavan Tolgoi and Nariin Sukhait coals, which is characteristic 
of high-rank coking coal. The volatile matter content is 
lowest in Saikhan-Ovoo coal, as it is of the anthracite type. 

The carbon content in Table 2 is higher and the oxygen 
content is lower in Tavan Tolgoi IV and Saikhan-Ovoo coals, 
which are characteristics of high-rank coals. The oxygen 
content in Nariin Sukhait coal is higher because this coal 
is closer to subbituminous coal. The hydrogen content 
in the Saikhan-Ovoo deposit coal is lower because this 
coal is a hard stone coal of anthracite type. The results 
of FTIR analysis of coal samples are shown in Figure 4.

In the FTIR spectra of initial coal samples from all 
deposits, the following absorption frequency regions can be 
recognized: 700–900 cm-1 for Car-H; 1000–1300 cm-1 for 
the vibration of bonds in various oxygen-containing groups; 
1350–1470 cm-1 for vibrations of –CH, –CH2, and –CH3 
groups; 1500–1630 cm-1 for skeletal vibrations of aromatic 
rings and >C=O bonds in ketones, aldehydes, and quinones; 
2800–2950 cm-1 for stretching vibrations of –CH, –CH2,  

Table 2. Ultimate and proximate analysis of coal samples from Mongolia, %

Таблица 2. Техническая характеристика и элементный состав образцов угля из Монголии, %

Samples Wa Аd Vdaf Sd
t C O N H

Tavan Tolgoi IV 0.95 1.70 28.00 0.90 76.40 0.60 2.30 4.50
Nariin Sukhait 3.65 11.10 34.00 0.80 68.60 9.10 0.90 4.30
Saikhan-Ovoo 2.54 8.70 7.60 0.59 80.00 0.80 1.60 2.00

Note. Wa – moisture; Аd – ash; Vdaf – volatile matter; Sd
t – sulfur.

Fig. 4. FTIR spectrum of initial coal samples: Tavan Tolgoi IV (a), Saikhan-Ovoo (b), and Nariin Sukhait (c)
Рис. 4. ИК-спектры исходных образцов угля: Таван Толгой IV (a), Сайхан-Овоо (b) и Нарийн Сухаит (c)
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and –CH3 groups in saturated aliphatic structures; and 
3030–3350 cm-1 for stretching associated vibrations  
of –OH groups in aromatic rings and aliphatic structures. 
Coals from the Tavan Tolgoi IV, Nariin Sukhait, and Sakhan 
Ovoo deposits are high-rank and more polymerized coals 
with lower reactivity. Therefore, the FTIR spectra of coal 
samples from these deposits have very weak, indistinct, 
and continuous absorption bands.

To investigate the mineral composition of coal samples, 
the ash from the complete combustion of each coal sample 
at 950 °C was obtained. The FTIR spectra of the coal ash 
samples are presented in Figure 5. The mineral oxide 
composition of the ash, determined by the X-Ray Fluo-
rescence method, is given in Table 3.

The most intensive and broadest adsorption bands in 
each FTIR spectrum of coal ash (Figure 5) are as follows: 
1060 cm-1 for Si-O- bonds in silicates (Saikhan-Ovoo), 
1091 cm-1 for Si-O- bonds in silicates (Tavan Tolgoi IV), and 
1410 cm-1 for Ca-O- bonds in carbonates (Nariin Sukhait). 
Additionally, some other peaks with lower intensity are 
observed, including at 3400 cm-1 for –OH groups in 
different minerals, 1000 cm-1 for Al-O-, 900–1000 cm-1 for  
Si-O-, 765 cm-1 for Si-O-Si, 1145 cm-1 for Si-O, 1020 cm-1 
for Si (Al)-O-, 730 cm-1 for Si-O-Al, 610 cm-1 for –O-Si(Al) –O-  
and Ca-O-, and 400-500 cm-1 for Si-O-Mg; Si-O-Fe; Si-O-Al 
bonds in various minerals.

The data in Table 3 show that the main components of 
ash are SiO2, Al2O3, CaO, and Fe2O3 in all coal samples. The 
content of CaO and Fe2O3 is lowest in the ash of Tavan Tolgoi 
coal. The content of Al2O3 is lower in the ash of Sakhan-Ovoo 
coal, and the content of CaO is also lower in the ash of 
Saikhan-Ovoo coal. The content of SiO2 is highest in the ash 
of Tavan Tolgoi coal, while the content of Fe2O3 is highest 
in the ash of Sakhan-Ovoo coal. To confirm the presence 
of Fe2O3 in the coal ash samples, photographs of the ash 
have been taken. The red color of Saikhan-Ovoo coal ash 
indicates the highest content of Fe2O3.

The ratio of (Fe2O3 + CaO + MgO + Na2O + K2O) to 
(SiO2 + Al2O3 + TiO2) has been calculated using the data 
from Table 3, and the results of the X-ray fluorescence 
spectrum are provided in Table 4.

The calculated values of the ratio between (Fe2O3 +  
CaO + MgO + Na2O + K2O) and (SiO2 + Al2O3 + TiO2) 
indicate that the ash of Tavan Tolgoi IV coal exhibits an 
acidic character, while the ash of Nariin Sukhat coal and 
Saikhan-Ovoo coal displays an alkaline character.

Fig. 5. FTIR spectrum of ash of initial coal samples: Tavan Tolgoi IV (a), Saikhan-Ovoo (b), and Nariin Sukhait (c)
Рис. 5. ИК-спектры золы исходных образцов угля: Таван Толгой IV (a), Сайхан-Овоо (b) и Нарийн Сухаит (c)

Table 3. Mineral composition of coal ashes  
from examined coal deposits, %

Таблица 3. Минеральный состав золы угля  
исследованных месторождений, %

Compound
Deposit

Tavan Tolgoi IV Nariin Sukhait Saikhan-Ovoo
Na2O – – –
MgO – 2.50 2.53
AL2O3 15.75 17.05 8.20
SiO2 77.61 22.80 17.07
SO3 1.93 7.30 2.15
K2O 0.52 3.00 0.44
CaO 1.89 14.80 4.82
TiO2 0.92 2.70 0.50
V2O5 – – –
Mn2O3 – 0.60 0.43
Fe2O3 0.72 27.50 60.21
CuO 0.01 0.07 0.03
SrO 0.03 – 0.28
NiO 0.01 0.09 –
ZrO2 – 0.08 –
PbO – 0.90 0.04
P2O5 0.58 0.40 3.06
ZnO – 0.20 –

Note. (Fe2O3 + CaO + MgO + Na2O + K2O) / (SiO2 + AI2O3 + TiO2) 
acidic < 1 < alkaline.
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Table 4. Values calculated for the ratio  
of (Fe2O3 + CaO + MgO + Na2O + K2O) to (SiO2 + Al2O3 + TiO2)

Таблица 4. Расчетные значения соотношения между 
(Fe2O3 + CaO + MgO + Na2O + K2O) и (SiO2 + AI2O3 + TiO2)

Samples Value of the ratio Type of ash
Tavan Tolgoi IV 0.03 Acidic
Nariin Sukhait 1.12 Alkaline
Saikhan-Ovoo 2.63 Alkaline

X-ray diffraction analysis of coal ashes indicates that the 
most important minerals in all ashes are quartz, anhydrite, 
akermanite, and albite. The chemical formulas of these 
minerals are provided in Table 5.
Table 5. Key minerals found in coal ash

Таблица 5. Преобладающие минералы в золе 
исследованных углей

Most determined 
minerals in the coal ash Chemical formule

Quartz SiO2

Anhydrite CaSO4

Akermanite Ca2(Mg0.75Al0.25) (S4.75Al0.25)O7

Albite Na(S3Al)O8

It is widely recognized that the concentrations of 
radioactive elements such as Ra, Th, and U in natural 
coals are generally lower than international standards 
and tend to increase if the coal deposits are located in 
regions with uranium deposits. Naturally, the concentration 
of radioactive elements in activated carbons should be 

kept as low as possible. Therefore, the levels of radio-
active elements in coal samples and their ashes have 
been measured. The results are presented in Table 6.

The data in Table 6 show that the content of radioactive 
elements such as Ra, Th, and U in the studied coals is below 
international standards for concentrations. However, the 
concentration of radioactive elements such as Ra (Bq/kg), 
Th (Bq/kg), and U (g/ton) in the coal ash has increased. For 
example, the concentration of Ra (Bq/kg) in all samples 
increased by 3 to 6 times.

The thermogravimetric analysis is a highly useful 
method for investigating thermal decomposition (in an 
argon atmosphere using the Hitachi TG/DTA7300) and the 

Table 6. Content of radioactive elements in coal and coal ash

Таблица 6. Содержание радиоактивных элементов в углях и золе углей

Samples
Isotope activity, Bq/кg Elemental content Radium 

equivalent, Bq/кgRa-226 Th-232 K-40 U, g/тоn Th, g/тоn K, %
Tavan Tolgoi IV coal 13.4 6.0 460.2 1.1 1.5 1.5 60.38
Tavan Tolgoi IV coal ash 78.3 75.2 1203.0 6.4 18.4 4.0 278.96
Nariin Sukhait coal 54.6 16.9 595.0 4.5 4.1 2.0 127.31
Nariin Sukhait coal ash 219.8 75.3 2097.0 18.0 18.4 7.0 496.69
Saikhan-Ovoo coal 67.4 4.3 259.1 5.5 1.1 0.9 95.6
Saikhan-Ovoo coal ash 393.8 53.8 1036.4 31.88 13.25 3.34 332.71

Fig. 7. Derivative thermogravimetric curve for coal samples
Рис. 7. Кривая производной термогравиметрии образцов угля

Fig. 8. Differential thermal analysis curve of coal samples
Рис. 8. Кривая дифференциального термического анализа 
образцов угля

Fig. 6. Thermogravimetric curve of coal samples
Рис. 6. Кривая термогравиметрии образцов угля
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thermal stability of natural organic resources, including coals. 
Therefore, the selected high-rank coals have been examined 
using this method. The thermogravimetric (TG) curve is 
presented in Figure 6, the derivative thermogravimetric 
(DTG) curve is shown in Figure 7, and the differential thermal 
analysis (DTA) curve is depicted in Figure 8.

Figure 6 shows that the coals of Tavan Tolgoi IV and 
Nariin Sukhait have a similar thermogravimetric curve to 
that of Saikhan-Ovoo coal, which is completely different. 
Based on the aforementioned proximate and ultimate 
analyses of the coals, it has been confirmed that the 
coals of Tavan Tolgoi IV and Nariin Sukhait are high-quality 
bituminous coking coals, while the coal of Nariin Sukhait 
is a non-bituminous hard stone coal of anthracite type.

The thermal stability indices of coals (T5%, T15%, and 
T25%) were determined from the thermogravimetric curves 
(Table 7). 

Table 7. Thermal stability indices of coals 

Таблица 7. Показатели термической устойчивости углей

Samples
Thermal stability indices, °С

T5% T15% T25%

Tavan Tolgoi IV 422.85 501.74 768.46

Nariin Sukhait 425.30 455.50 620.00

Saikhan-Ovoo 483.81 1050.00 –

The data in Table 7 indicate that the studied coals 
exhibit very high thermal stability, with the Saikhan-Ovoo 
deposit demonstrating greater thermal stability than the 
Tavan Tolgoi IV and Nariin Sukhait coals due to its hard, 
anthracite-type organic mass. For instance, T15% = 1050 °C, 
which is twice as high as that of the Tavan Tolgoi IV and 
Nariin Sukhait coals. 

The heating of Tavan Tolgoi IV and Nariin Sukhait 
bituminous coal at temperatures ranging from 25 to 
1100 °C in an argon atmosphere indicates that the 
thermogravimetric curve in Figure 7 comprises different 
temperature intervals (steps), such as 25–425 °C, 
425–825 °C, and 825–1100 °C. During the first step 
(25–425 °C), the weight loss occurs due to the release of 
absorbed gases and moisture from the coal sample. In the 
second step (425–825 °C), intensive thermal decomposition 
of the coal’s organic matter takes place, leading to the 
formation of liquid products (tar and pyrolysis water) and 
gaseous products. In the third step (825–1100 °C), the 
weight loss declines significantly, indicating the end of 
thermal decomposition and the onset of carbonization 
of the coal. Following the intense thermal decomposition 
at 425–825 °C, a hard residue remains of 75% for Tavan 
Tolgoi IV and 65% for Nariin Sukhait.

Due to the hard stone and the lack of bituminous 
character in the Saikhan-Ovoo coal, the thermal 
decomposition rate is very low. Consequently, the yield 
of hard residue was 87.5%, which is significantly higher 
than that of the Tavan Tolgoi IV and Nariin Sukhait coals.

For this reason, three coal samples have been prepared 
for purification in a ZnCl2 solution. The moisture and ash 
content (with the decrease in ash content being the most 
important) of these samples is provided in Table 8.

Table 8. Content of moisture and ash in coal samples  
for purification, %

Таблица 8. Содержание влаги и золы в образцах угля  
для очистки, %

Samples Wa Aa Ad

Tavan Tolgoi IV 0.77 8.21 8.30
Nariin Sukhait 3.08 7.46 7.70
Saikhan-Ovoo 2.98 8.34 8.60

The yield of fractions after the purification in ZnCl2 

solution is presented in Table 9.

Table 9. Results of enrichment of coals in ZnCl2 solution

Таблица 9. Результаты обогащения углей в растворе ZnCl2

Samples 
Weight 
of coal 

sample, g

The yield 
of top 

fraction, %

The yield 
of bottom 
fraction, %

Loss, %

Tavan Tolgoi IV 753.10 82.60 12.00 5.40
Nariin Sukhait 741.70 77.40 14.90 7.65
Saikhan-Ovoo 750.40 53.40 46.60 –

The highest yield of the top fraction (purified coal) 
comes from Tavan Tolgoi coal. Typically, high-rank coals 
such as Tavan Tolgoi, Nariin Sukhait, and Saikhan-Ovoo 
have a high yield of the top fraction. The loss indicated in 
Table 9 suggests that some particles of coal and mineral 
matter are dispersed in the middle zone between the top 
and bottom fractions.

The moisture and ash content in purified coal samples 
(top fraction) are presented in Table 10.

Table 10. Technical characteristics of coals (top fraction) 
after enrichment, %

Таблица 10. Технические характеристики углей  
(верхняя фракция) после обогащения, %

Samples Wa Aa Аd

Tavan Tolgoi IV 0.74 4.74 4.80 (8.30)
Nariin Sukhait 3.10 4.45 4.60 (7.70)
Saikhan-Ovoo 2.79 6.20 6.40 (8.60)

Note. In brackets the ash content of initial coal samples is 
given for comparison.

The data in Table 10 suggest that the mineral matter 
content in all coal samples decreased by nearly half after 
the enrichment.

The purified coal samples have been used for pyrolysis 
(carbonization) experiments in the authors’ developed 
large-scale retort. The yields of pyrolysis products, including 
hard residue, condensed liquid (tar), and uncondensed 
gas, have been determined (Table 11).

The hard residue in Table 11 refers to the carbonized 
purified coal samples after pyrolysis (carbonization). The 
yields of pyrolysis hard residue have increased compared 
to the yields of pyrolysis hard residue from the initial coal 
samples (Table 11). We expected this result because the 
ash content of all initial coal samples was reduced by 
almost half through enrichment in ZnCl2 solution. 

To enhance the porosity of pyrolysis hard residue, it has 
been treated with preheated water steam, as described 
in the experimental section.
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Table 11. Yields of pyrolysis products of purified coal samples, %

Таблица 11. Выходы продуктов пиролиза очищенных 
образцов угля, %

Samples Hard 
residue

Tar +  
Pyrolysis water* Gas

Tavan Tolgoi IV 82.70 4.77 12.53
Nariin Sukhait 79.60 8.10 13.30
Saikhan-Ovoo 95.20 2.17 2.63

Note. In this experiment, the yield of tar and pyrolysis water 
was determined together (not separated).

The technical characteristics of the activated carbon 
samples obtained are presented in Table 12.

The yield of activated carbon from Tavan Tolgoi IV, 
Saikhan-Ovoo coal is higher than that of other sources 
due to their greater degree of purification and enhanced 
thermal stability. The yield of activated carbon in Table 11 
is lower than in Table 10 because the pyrolysis (carbon-
ization) of purified coal samples was conducted at 700 °C 
(Table 11), while the activation of carbonized samples 
was performed at 800 °C. At this higher temperature, 
the organic matter in the carbonized hard residue can 
decompose, and some volatile materials that fill the pores 
can be released during activation with heated water steam.

The most crucial technical specification of activated 
carbons is their adsorption capacity, evaluated by iodine 
number and methylene blue adsorption.

For this reason, the prepared activated carbon samples 
and the pyrolysis hard residue of the initial coal samples, 
without activation (for comparison), have been tested for 
iodine and methylene blue adsorption analysis to evaluate the 
adsorption ability, and the results are presented in Table 13.

The iodine number of activated carbon derived from 
purified and carbonized coals increased by 5 to 17 times, 
and methylene blue adsorption also rose by 4 to 10 times 
compared to the pyrolysis hard residue of initial coal samples 
without purification and activation. The activated carbon 

samples prepared from Saikhan-Ovoo, Nariin Sukhait, and 
Tavan Tolgoi IV coals exhibit higher adsorption capabilities 
than those from Ereen, Shariingol, and Baganuur coals, as 
these coals are of a higher rank and quality than others, 
as previously mentioned [19].

The other important technical specification of activated 
carbons is the determination of surface area (BET). For this 
reason, the surface area (BET) of the prepared activated 
carbons and initial coal samples (appendix) has been deter-
mined to show how the purification, carbonization, and 
activation of the initial coal affect the development of the 
surface area of the prepared activated carbons (Table 14).
Table 14. Surface area (BET) of initial coal  
and corresponding activated carbon, m2/g

Таблица 14. Площадь поверхности (по методу 
Брунауэра – Эммета – Теллера) исходного угля 
и соответствующего активированного угля, м2/г

Samples Initial coal Activated carbon
Tavan Tolgoi IV 0.90 176.00
Nariin Sukhait 1.30 442.00
Saikhan-Ovoo 8.70 263.00

The surface area (BET) determination results of 
initial coal and its activated carbon samples from the 
Tavan Tolgoi IV coal deposit in Nariin Sakhait show that 
the surface area of the activated carbon is 195 times 
higher than that of the initial coal from the Tavan Tolgoi IV 
deposit.

The surface area (BET) determination results of initial 
coal and its activated carbon samples from the Nariin 
Sukhait coal deposit in Tavan Tolgoi IV show that the surface 
area of the activated carbon is 340 times higher than that 
of the initial coal from the Nariin Sukhait deposit. This 
result also shows that the initial coal has a relatively small 
surface area, and the method of preparation for the initial 
coal, including enrichment, carbonization, and activation 
for activated carbon, has a significant influence on the 

Table 13. Iodine number and methylene blue adsorption of activated carbon samples

Таблица 13. Йодное число и величина адсорбции метиленового синего образцами активированного угля

Samples Type of sample Iodine number, % Methylene blue adsorption, 
mg/g

Tavan Tolgoi IV
Pyrolysis hard residue of initial coal sample 3.30 1.40

Activated carbon of purified and carbonized coal 16.54 6.00

Nariin Sukhait
Pyrolysis hard residue of initial coal sample 2.60 1.00

Activated carbon of purified  
and carbonized coal 18.50 6.30

Saikhan-Ovoo
Pyrolysis hard residue of initial coal sample 1.20 0.59

Activated carbon of purified and carbonized coal 20.50 6.23

Table 12. Technical analysis of activated carbon samples after activation of pyrolysis hard residue at 800 °С by preheated 
water steam

Таблица 12. Результаты технического анализа образцов активированного угля после активации твердого остатка пиролиза 
при 800 °С предварительно нагретым водяным паром

Activated carbon from the coal  
of the deposit

Time  
of activation, min Yield, % Wa, % Ad, % Vdaf, % Gas, %

Tavan Tolgoi IV 120 77.12 0.67 8.03 2.6 11.58
Nariin Sukhait 120 56.60 0.13 7.01 3.2 33.06
Saikhan-Ovoo 120 72.40 0.45 6.08 1.6 19.47
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development of the porosity structure and surface area.
The surface area (BET) determination results of the 

initial coal and its activated carbon samples from the 
Saikhav-Ovoo coal deposit in Nariin Saikhait show that the 
surface area of the activated carbon is 30 times higher 
than that of the initial coal from the Saikhav-Ovoo deposit.

Based on the research conducted, a reasonable techno-
logical scheme for the production of activated carbon from 
high-rank Mongolian coals has been developed (Figure 9).

The technological scheme for the production of 
coal-derived activated carbon consists of four main 
steps: crushing and milling, enrichment in heavy liquid, 
carbonization, and activation with preheated water steam. 

CONCLUSIONS
1. The ultimate and proximate analyses of coal samples 

from the Tavan Tolgoi IV, Nariin Sukhait, and Saikhan-Ovoo 
deposits have been conducted in our laboratory in accor-
dance with Mongolian national standards.

2. Based on ultimate and proximate analysis, the 
assessment of coals according to international classifi-
cation has been conducted:

The Tavan Tolgoi IV coal is a high rank bituminous 
coking coal of KZh mark;

The Nariin Sukhait coal is a high rank bituminous coking 
coal of KZh mark;

The Saikhan-Ovoo coal is a high rank hard nonbitu-
minous (anthracite) coal type of SS mark.

3. The yield of pyrolysis hard residue (carbonized coal) 
is high for the Saikhan-Ovoo, Tavan Tolgoi IV, and Nariin 
Sukhait coals, due to their high rank and greater ther-
mostability of organic matter. The resulting hard residue 
(carbonized coal) takes the form of a porous material with 
meso and macro pores. Some pores may be filled with 
volatile substances that could not completely escape during 
pyrolysis. To achieve a high-quality adsorbent material 
with well-developed porosity, it is necessary to conduct 
additional processing, such as coal purification, carbon-
ization, and activation of the resultant hard residue using 
heated water vapor.

4. The ash content of coals purified in a ZnCl2 solution, 
compared to the ash of coals before purification, shows that 
the mineral matter content of the coals after enrichment 
is significantly decreased, nearly by half, in all samples. 

5. Based on the carbonization, purification, and activation 
experiments of coal, a reasonable technological scheme 
for active carbon production has been developed.

6. The determined iodine number of activated carbons 
from purified and carbonized coals increases 5–17 times, 
and methylene blue adsorptions also increase 4–10 times 
compared to the pyrolysis hard residue of initial coal samples 
without purification and activation.
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Создание адсорбента на основе отработанного кизельгура  
для очистки воды от нефти 

Е.Ю. Руденко

Российский государственный аграрный университет – МСХА имени К.А. Тимирязева,  
Москва, Российская Федерация

Аннотация. Известно, что отработанный кизельгур (диатомит, диатомовая земля), являющийся одним из основных 
отходов пивоваренного производства, можно использовать в качестве адсорбента для очистки воды от сырой нефти. 
Термическая и химическая модификация этого отхода пивоварения увеличивает его нефтеемкость. Целью прове-
денного исследования являлось получение сорбента для очистки воды от нефти на основе различных модификаций 
отработанного кизельгура. Предварительные исследования показали, что на процесс модификации отработанного 
диатомита влияют химическая природа и концентрация модифицирующего вещества, температура и продолжитель-
ность воздействия. Щелочная модификация отработанного кизельгура эффективнее, чем кислотная, наибольшее 
влияние на нефтеемкость оказывает модификация раствором гидроксида натрия. Максимальной нефтеемкостью 
обладает отработанный диатомит, модифицированный 1,5 М раствором гидроксида натрия при температуре 75 °С 
в течение 120 мин. Для оптимизации методики получения адсорбента, применяемого для очистки воды от нефти, 
на основании данных предварительных опытов с помощью системы статистического анализа Statistica 10.0 был 
построен полный факторный план эксперимента и проведены дополнительные опыты. Анализ карты Парето стандар-
тизированных эффектов показал, что на процесс модификации отработанного кизельгура достоверно влияют концен-
трация модифицирующего реагента и температура проведения процесса модификации, поэтому для получения 
адсорбента, применяемого для очистки воды от нефти, наиболее оптимальной и эффективной является методика 
модификации 1,5 М раствором гидроксида натрия при температуре 75 °С в течение 30 мин.

Ключевые слова: вода, очистка, сорбция, нефтеемкость, отработанный кизельгур
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Creation of an adsorbent from spent diatomaceous earth  
tailored to purify water from oil 

Elena Yu. Rudenko

Russian State Agrarian University – Moscow Timiryazev Agricultural Academy, 
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Abstract. It is known that spent diatomaceous earth (diatomite; kieselguhr), one of the main waste products from the 
beer filtration process, can be used as an adsorbent to purify water from crude oil. The thermal and chemical modifi-
cation of this waste product increases its oil capacity. The conducted study was aimed at obtaining a sorbent tailored 
to purify water from oil using different modifications of spent diatomaceous earth. Preliminary studies revealed that 
the modification of spent diatomaceous earth is affected by the chemical nature and concentration of the modifying 
agent, as well as the temperature and duration of exposure. Alkaline modification of spent diatomaceous earth is 
more effective than acid modification; modification with sodium hydroxide solution produces the greatest effect on oil 
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capacity. The maximum oil capacity is exhibited by spent diatomaceous earth modified with 1.5 M sodium hydroxide 
solution at 75 °С for 120 min. In order to optimize the procedure for obtaining an adsorbent suitable for purifying water 
from oil, a full factorial design was implemented on the basis of preliminary experimental data using Statistica 10.0, 
and additional experiments were conducted. An analysis of Pareto charts of standardized effects revealed that the 
modification process of spent diatomaceous earth is significantly affected by the modifying reagent concentration 
and the modification process temperature. Therefore, modification with 1.5 M sodium hydroxide solution at 75 °С for 
30 min is the most optimal and effective procedure for obtaining an adsorbent suitable for purifying water from oil. 

Keywords: water, purification, sorption, oil capacity, spent diatomaceous earth
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ВВЕДЕНИЕ
Повышение масштабов промышленного производства 

и требований к качеству воды вызывает необходимость 
постоянного поиска более эффективных средств удаления 
различных загрязнений из природных и сточных вод. 
Нефтяное загрязнение отличается от других антропо-
генных влияний тем, что оно оказывает не постоянное, 
а так называемое залповое воздействие на окружающую 
среду, вызывая ее быструю ответную реакцию. Во всех 
мероприятиях, связанных с ликвидацией загрязнений и 
восстановлением экосистем, необходимо придерживаться 
главного принципа: не нанести экосистемам больший вред, 
чем тот, что уже вызвало загрязнение. Среди методов, 
успешно используемых для решения этой проблемы, одним 
из самых эффективных является очистка воды методом 
сорбции. Преимущества метода сорбции заключаются 
в возможности удаления загрязнений чрезвычайно раз-
нообразной природы фактически до любой остаточной 
концентрации независимо от их химической стабильности, 
отсутствии вторичных загрязнений и возможности управ-
ления процессом очистки [1–3].

При сорбционной очистке воды происходит удер-
живание и связывание загрязняющего вещества на 
поверхности или в объеме твердого материала с раз-
витой или специфической поверхностью, например с 
поверхностью активных углей. В качестве сорбентов 
вместо довольно дорого активированного угля предпо-
читают использовать большое количество природных 
минеральных и органических веществ и материалов [3], 
которые часто являются побочными продуктами и 
отходами различных видов хозяйственной деятельности 
человека. В настоящее время они создают большое 
количество проблем, связанных с утилизацией, из-за 
больших объемов образования, особенностей хими-
ческого состава и физических свойств. Применение 
побочных продуктов и отходов позволит создать дешевые 
адсорбенты для очистки воды от различных загряз-
нений при разумных расходах на их производство и 
реализацию процесса удаления загрязняющих веществ.

Кизельгур, также известный как диатомит, диатомовая 
земля, широко применяют в пивоваренной промышлен-
ности для фильтрации готового пива. В последние годы 
в связи с быстрым развитием пивоварения количество 
кизельгуровых отходов значительно увеличилось [4–6]. 
Регенерация, переработка и утилизация отработанного 
кизельгура является серьезной экологической, санитарной 
и экономической проблемой во всем мире [1, 2]. Лишь 
небольшое количество отработанного кизельгура реге-
нерируют [7] или повторно используют для производства 
текстиля [8] и строительных материалов – цемента [9], 

бетона [9–11], кирпичей [12], уничтожения насекомых-вре-
дителей злаковых и бобовых культур [13], удобрения 
почвы [14]. В настоящее время активно развивается 
новое направление утилизации отработанного кизельгура – 
создание адсорбентов для очистки природных и сточных 
вод от ионов тяжелых металлов [15, 16], нефти [17] и 
органических красителей [4, 18–21].

Цель проведенного исследования заключалась в 
разработке методики создания адсорбента для очистки 
воды от нефти на основе отработанного кизельгура.

К задачам исследования относилось: проведение 
модификации отработанного кизельгура различными 
химическими веществами с изменением концентрации 
оптимального модифицирующего вещества, темпе-
ратуры и продолжительности воздействия для создания 
адсорбента, очищающего воду от нефти; оптимизация 
методики получения адсорбента из модифицированного 
отработанного кизельгура, применяемого для очистки 
воды от нефти, на основании данных предварительных 
опытов с помощью системы статистического анализа 
Statistica 10.0.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Объектами исследований являлись отработанный 

кизельгур, полученный на одном из крупных пивова-
ренных пр  едприятий Самарской области, а также 
сырая нефть средней плотности. Влажный кизельгур 
высушивали при температуре 105 °С в сушильном 
шкафу ПЭ-4610 («Экоприбор», Россия) до постоянной 
массы. Сухой отработанный кизельгур растирали в фар-
форовой ступке фарфоровым пестиком и использовали 
для проведения дальнейших исследований.

Для улучшения сорбционных свойств в отношении 
сырой нефти проводили модификации отработанного 
кизельгура на магнитной мешалке C-MAG HS 7 (IKA, 
Германия) различными химическими веществами в 
разных условиях проведения экспериментов. 

Для выбора наиболее эффективного химического 
соединения, используемого в качестве модификатора, 
к навескам отработанного кизельгура массой по 10 г 
каждая приливали по 100 мл 1 М растворов кислот 
(серной, соляной, фосфорной и азотной), щелочей 
(гидроксидов калия и натрия), аммиака, пероксида 
водорода. Модификацию проводили в течение 60 мин 
при температуре 30 °С и частоте вращения 200 об/мин. 

Для исследования влияния концентрации моди-
фицирующего вещества на сорбционные свойства к 
навескам отработанного кизельгура массой по 10 г 
каждая приливали по 100 мл 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0 М 
растворов наиболее эффективного модифицирующего 
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вещества. Модификацию проводили в течение 60 мин 
при температуре 30 °С и частоте вращения 200 об/мин.

Для определения влияния температуры модификации 
на сорбционные свойства к навескам отработанного 
кизельгура массой по 10 г каждая приливали по 100 мл 
раствора наиболее эффективного модифицирующего 
вещества оптимальной концентрации. Модификацию 
проводили в течение 60 мин при температурах 30, 45, 
60, 75, 90 °С и частоте вращения 200 об/мин.

Для изучения влияния продолжительности воздействия 
вещества-модификатора на сорбционные свойства к 
навескам отработанного кизельгура массой по 10 г 
каждая приливали по 100 мл раствора наиболее эффек-
тивного модифицирующего вещества оптимальной кон-
центрации. Модификацию проводили в течение 30, 60, 
90, 120 мин при оптимальной температуре и частоте 
вращения 200 об/мин. 

Для оптимизации методики получения сорбента 
из модифицированного отработанного кизельгура с 
целью очистки сточных вод от сырой нефти исполь-
зовали систему статистического анализа Statistica 10.0, 
в которой для построения трехуровневого полного фак-
торного плана эксперимента потребовалось проведение 
дополнительных опытов. При постановке дополнительных 
опытов к навескам отработанного кизельгура массой 
по 10 г каждая приливали по 100 мл 0,5, 1,5, 2,0 М 
раствора NaOH. Модификацию проводили в течение 
30, 60 и 90 мин при температурах 60, 75 и 90 °С с 
частотой вращения 200 об/мин. 

После проведения процесса модификации отра-
ботанный кизельгур промывали 10 раз, каждый раз 
используя по 100 мл дистиллированной воды, воду 
отделяли отстаиванием с последующей декантацией 
(сливанием с осадка). Промытый модифицированный 
кизельгур высушивали в фарфоровых чашках в сушильном 
шкафу ПЭ-4610 при температуре 105 °С до постоянной 
массы и использовали для проведения опытов по 
определению нефтеемкости. Немодифицированный 
отработанный кизельгур, высушенный при 105 °C, 
использовали в качестве контрольного образца. 

Нефтеемкость отработанного кизельгура определяли 
по ТУ 214-10942238-03-95 [3]. При подготовке к испы-
танию из медной сетки вырезали квадраты размером 
8×8 см, края квадратов загибали и делали отбортовку 
высотой 1 см, из кальки вырезали прокладки под сетки. 
На дно латунной сетки выкладывали кальку размером 
7×7 см таким образом, чтобы бумага покрывала только 
дно сетки, не затрагивая ее края. В ходе холостого испы-
тания взвешивали подготовленные сет ки с отбортовкой 
и калькой внутри (масса Мсет., г), а также прокладку 
из кальки (масса Мпр.), прокладку из кальки оставляли 
на ве сах; сетку погружают в нефть или нефтепродукт, 
выдержива ют 10–15 мин, давали стечь избытку нефти и 
производили взвешивание на прокладке (масса Мн, г). 
Массу нефти, удер живаемой сеткой (МНсет., г), вычисляли 
по формуле

𝑀𝑀Нсет. = 𝑀𝑀Н − 𝑀𝑀сет. − 𝑀𝑀пр. 

Измерение проводили три раза, каждый раз про-
мывая сетку бензином, высушивая ее и заменяя про-
кладку. Вычисляли среднее арифметическое значение.

При измерении сорбционной способности на чистую 
сетку помещали 5 г сорбента (масса МСорб., г), на сорбент 

сверху наливали нефть до насыщения сорбента, избытку 
нефти давали стечь, сетку с насыщенным сорбентом взве-
шивали на прокладке (масса МНсорб., г). Массу нефти, погло-
щенной сорбентом (МНпоглощ., г), рассчитывали по формуле

𝑀𝑀Нпоглощ. = 𝑀𝑀Нсорб. − 𝑀𝑀Нсет. 
Нефтеемкость немодифицированного и модифициро-

ванного отработанного кизельгура (НЕ, г/г) определяли 
по формуле

𝐻𝐻𝐻𝐻 = 𝑀𝑀Нпоглощ./𝑀𝑀Сорб. 

Опыты проводили в трехкратной повторности, исследо-
вания каждой пробы осуществляли в трех повторностях. 
Математическую обработку результатов осуществляли 
с применением программы Excel. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Результаты лабораторных исследований влияния 

различных веществ на нефтеемкость отработанного 
кизельгура представлены на рис. 1.
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Рис. 1. Зависимость нефтеемкости отработанного 
кизельгура от вещества, применяемого для его 
модификации

Fig. 1. Oil capacity of spent diatomaceous earth versus 
modifying agent

Наибольшее влияние на нефтеемкость оказывает 
модификация отработанного кизельгура раствором 
гидроксида натрия, позволяющая увеличить процесс 
адсорбции нефти в 1,38 раза относительно этого же 
показателя у немодифицированного отработанного 
кизельгура. Наименьшее влияние на нефтеемкость 
оказывает модификация отработанного кизельгура 
раствором азотной кислоты, позволяющая увеличить 
нефтеемкость в 1,15 раза относительно контроля.

Полученные результаты можно объяснить тем, 
что химические реагенты способствуют увеличению 
площади поверхности и повышают количество функ-
циональных групп на ней за счет расширения и осво-
бождения существующих пор, формирования новых 
пор в результате очистки кизельгура от загрязнений 
и примесей. Увеличение объема и количества пор 
приводит к возрастанию общей площади поверхности 
отработанного кизельгура, что, в свою очередь, уве-
личивает количество мест, доступных для адсорбции, 
и, следовательно, нефтеемкость, которая позволяет 
извлечь больше нефти при очистке воды. 

В связи с тем, что нефтеемкость максимально уве-
личила обработка отработанного кизельгура гидроксидом 
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натрия, в дальнейших опытах в роли модифицирующего 
реагента был использован именно он.

Исследование влияния концентрации модифици-
рующего вещества на сорбционные свойства отрабо-
танного кизельгура в отношении сырой нефти показало, 
что с увеличением концентрации модифицирующего 
вещества нефтеемкость модифицированного отрабо-
танного кизельгура сначала возрастает, а затем начинает 
снижаться (рис. 2). Наибольшей нефтеемкостью, состав-
ляющей 2,3 г/г, обладает отработанный кизельгур, моди-
фицированный 1,5 М раствором гидроксида натрия. 
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Рис. 2. Зависимость нефтеемкости отработанного 
кизельгура от концентрации гидроксида натрия, 
применяемого для его модификации

Fig. 2. Oil capacity of spent diatomaceous earth versus 
sodium hydroxide solution concentration

Изучение воздействия температуры проведения 
процесса модификации на нефтеемкость отработанного 
кизельгура показало, что с увеличением температуры 
проведения процесса модификации до 75 °С нефтеем-
кость модифицированного отработанного кизельгура 
возрастает до 2,84 г/г, а затем начинает снижаться (рис. 3).

При увеличении продолжительности проведения 
процесса модификации нефтеемкость отработанного 
кизельгура постепенно увеличивается (см. рис. 3). 
Наибольшая нефтеемкость, составляющая 3,14 г/г, 
обнаружена у отработанного кизельгура, модифици-

рованного 1,5 М раствором гидроксида натрия при 
температуре 75 °С в течение 120 мин. 

В целом проведенные исследования показали, что 
максимальная нефтеемкость отработанного кизельгура 
наблюдается в результате проведения процесса его 
модификации 1,5 М раствором гидроксида натрия при 
температуре 75 °С в течение 120 мин. 

Полученные результаты можно объяснить тем, что при 
воздействии щелочи исходные поры природного кизельгура 
очистились от органических веществ пива, увеличилась 
шероховатость поверхности обрабатываемого материала 
и количество возможных реакционных центров.

Для оптимизации методики получения адсорбента 
из модифицированного отработанного кизельгура, при-
меняемого для очистки воды от нефти, на основании 
данных предварительных опытов с помощью системы 
статистического анализа Statistica 10.0 был построен 
полный факторный план эксперимента (таблица).

Полный факторный план эксперимента по модификации 
отработанного кизельгура

Full factorial design of experiment on spent diatomaceous 
earth modification 

Номер 
опыта

Фактор Отклик
Т, °С С, М τ, мин Y, г/г

1 60 0,5 30 2,28
2 60 1,5 90 2,60
3 60 2,5 60 2,52
4 75 0,5 90 2,48
5 75 1,5 60 2,84
6 75 2,5 30 2,64
7 90 0,5 60 2,36
8 90 1,5 30 2,65
9 90 2,5 90 2,42

Примечание. Т – температура проведения процесса 
модификации; С – концентрация модифицирующего 
реагента; τ – продолжительность процесса модификации; 
Y – нефтеемкость. 

Поверхность отклика полученной математической 
модели описывает уравнение

Y = 2,53 + 0,12T + 0,26C + 0,09τ + 0,28T 2 + 0,34C 2 + 0,16τ 2.

Рис. 3. Зависимость нефтеемкости отработанного кизельгура от температуры (а) и продолжительности (b) его модификации

Fig. 3. Oil capacity of spent diatomaceous earth versus temperature (а) and duration of exposure (b)
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Адекватность полученного уравнения подтверждается 
нормальным вероятностным графиком распределения 
остатков и диаграммой рассеяния наблюдаемых и 
предсказанных значений (рис. 4). 
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Рис. 4. Нормальный вероятностный график распределения 
остатков (а) и диаграмма рассеяния наблюдаемых  
и предсказанных значений (b)

Fig. 4. Normal probability plot of residual allocation (а) and 
scattering diagram of the observable and predicted values (b) 

Графические интерпретации полученной матема-
тической модели представлены на рис. 5–7.
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Рис. 5. Поверхность отклика зависимости нефтеемкости 
отработанного кизельгура от концентрации модифицирующего 
реагента и температуры проведения процесса модификации

Fig. 5. Response surface of the dependence of oil capacity 
of spent diatomaceous earth on the modifying agent 
concentration and the temperature of exposure
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Fig. 6. Response surface of the dependence of oil capacity  
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and duration of exposure

20
30

40
50

60
70

80
90

100

0,4
0,6

0,8
1,0

1,2
1,4

1,6
1,8

2,0
2,2

2,4
2,6

2,3

2,4

2,5

2,6

2,7

2,8

2,9

 >2,800 
 <2,775 
 <2,675 
 <2,575 
 <2,475 
 <2,375 

Значения 
нефтеемкости

Концентрация реагента, М Продолжительность 

модификации, мин

Рис. 7. Поверхность отклика зависимости нефтеемкости 
отработанного кизельгура от концентрации 
модифицирующего реагента и продолжительности 
проведения процесса модификации

Fig. 7. Response surface of the dependence of oil capacity 
of spent diatomaceous earth on the modifying agent 
concentration and duration of exposure

Анализ профилей предсказанных значений и функций 
желательности (рис. 8) показал, что для оптимального 
проведения процесса модификации отработанного 
кизельгура с целью получения адсорбента для очистки 
воды от нефти концентрация модифицирующего вещества 
(NaOH) должна быть 1,5 М, температура проведения 
процесса модификации должна составлять 75 °С, про-
должительность процесса модификации – 60 мин. 
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Анализ карты Парето стандартизированных эффектов 
(рис. 9) показал, что на процесс модификации отрабо-
танного кизельгура достоверно влияют концентрация 
модифицирующего реагента и температура проведения 
процесса модификации, поэтому при модификации отра-
ботанного кизельгура с целью получения адсорбента 
для очистки воды от нефти продолжительностью про-
ведения процесса модификации можно пренебречь. 
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0,3851644

–0,898717

Рис. 9. Карта Парето стандартизированных эффектов

Fig. 9. Card of Pareto of the standardized effects

Исходя из соображений экономической целесоо-
бразности, чем меньше будет составлять продолжи-
тельность проведения процесса модификации, тем 
дешевле будет стоимость и больше доступность для 
потребителей адсорбента для очистки воды от нефти, 
полученного из отработанного кизельгура.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В ходе проведенного исследования было выявлено, что 

с целью получения сорбента для очистки воды от нефти 
модификация отработанного кизельгура щелочами пред-
почтительнее, чем обработка его кислотами. Наибольшее 
влияние на нефтеемкость отработанного кизельгура 
оказывает его обработка раствором гидроксида натрия, 
наименьшее – раствором азотной кислоты. На процесс 
модификации отработанного кизельгура влияют концен-
трация реагента и температура проведения процесса. 
Сорбент для очистки воды от нефти можно получить в 
ходе модификации 10 г отработанного кизельгура 100 
мл 1,5 М раствора гидроксида натрия на магнитной 
мешалке в течение 30 мин при температуре 75 °С и 
частоте вращения 200 об/мин с последующим промы-
ванием дистиллированной водой и высушиванием при 
температуре 105 °С до постоянной массы. 
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Гелеобразование в водных растворах  
оксиэтилированных нонилфенолов

В.И. Жолнеркевич , А.О. Шрубок

Белорусский государственный технологический университет, Минск, Республика Беларусь

Аннотация. Целью исследования являлось установление условий образования гель-структуры для систем 
вода – оксиэтилированный нонилфенол и вода – оксиэтилированный нонилфенол – высаливатель. В ходе 
проведенной работы был выполнен анализ научно-технической литературы по проблемам применения поверх-
ностно-активных веществ в экстракционных процессах. Показано, что перспективными экстракционными 
системами являются системы, содержащие неионогенные поверхностно-активные вещества. Изучено влияние 
концентрации неионогенных поверхностно-активных веществ и температуры на образование гель-структуры 
в водных растворах. Рассмотрена проблема применения оксиэтилированных нонилфенолов в гель-экстракции. 
Визуально-политермическим методом получены фазовые диаграммы для систем вода – неонол АФ 9-6 и вода – 
неонол АФ 9-6 – сульфат натрия. Установлены условия гелеобразования для систем вода – неонол АФ 9-6 и 
вода – неонол АФ 9-6 – сульфат натрия. Показано, что для образования геля в системе вода – оксиэтилированный 
нонилфенол (неонол АФ 9-6) концентрация поверхностно-активного вещества должна превышать 25 масс.%. 
Установлено, что для образования гель-структуры при более низких концентрациях неонола АФ 9-6 необходимо 
вводить высаливатель – сульфат натрия. Получены фазовые диаграммы систем вода – оксиэтилированный 
нонилфенол – сульфат натрия в области температур 20–65 °С. Установлено, что гель-структура образуется 
при соотношении оксиэтилированного нонилфенола и сульфата натрия, равном 3:1 по массе. Показано, что 
минимальная концентрация неонола АФ 9-6 и сульфата натрия для гелеобразования составляет 15 и 5 масс.%, 
соответственно. Увеличение концентрации неонола АФ 9-6 и сульфата натрия до 24 и 8 масс.% соответственно 
приводит к снижению температуры гелеобразования до 46 °С. 

Ключевые слова: поверхностно-активное вещество, высаливатель, фазовая диаграмма, оксиэтилированный 
нонилфенол, гелеобразование
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Abstract. The study was aimed at ascertaining gelation conditions for the systems water – oxyethylated nonylphenol 
and water – oxyethylated nonylphenol – salting agent. The work involved analyzing scientific and technical literature 
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on the use of surfactants in extraction processes. Systems containing nonionic surfactants are shown to be promising 
extraction systems. The effect that the concentration of nonionic surfactants and temperature can have on gelation 
in aqueous solutions is examined. The problem of using oxyethylated nonylphenols in gel extraction is considered. 
The phase diagrams of the systems water – neonol AF 9-6 and water – neonol AF 9-6 – sodium sulfate were 
constructed using the visual polythermal method. Gelation conditions were ascertained for the systems water – 
neonol AF 9-6 and water – neonol AF 9-6 – sodium sulfate. For the gel to form in the system water – oxyethylated 
nonylphenol (neonol AF 9-6), the concentration of the surfactant must exceed 25 wt%. For achieving gelation at lower 
concentrations of neonol AF 9-6, it is necessary to introduce a salting agent (sodium sulfate). The phase diagrams 
of the systems water – oxyethylated nonylphenol – sodium sulfate were constructed within the temperature range 
of 20–65 °C. The gel structure was found to form at a 3:1 weight ratio of oxyethylated nonylphenol to sodium sulfate. 
It is shown that for gelation, the minimum concentrations of neonol AF 9-6 and sodium sulfate are 15 and 5 wt%, 
respectively. An increase in the concentrations of neonol AF 9-6 and sodium sulfate to 24 and 8 wt%, respectively, 
leads to a decrease in the gelation temperature to 46 °C.

Keywords: surfactant, salting agent, phase diagram, oxyethylated nonylphenol, gelation
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ВВЕДЕНИЕ
Экстракция является важным процессом концентри-

рования и выделения различных веществ, она находит 
широкое применение почти во всех областях промыш-
ленности. Известны следующие виды экстракционных 
систем: вода – органический растворитель, ионные 
жидкости, системы вода – полярные растворители – 
высаливатель, вода – водорастворимый полимер – 
высаливатель, вода – поверхностно-активное вещество 
(ПАВ) – высаливатель [1]. Среди указанных систем можно 
выделить экстракционные процессы с использованием 
в качестве одного из компонентов ПАВ. Наиболее пер-
спективным направлением экстракции с точки зрения 
экологической безопасности является использование 
процесса гелеобразования в водных растворах за счет 
применения ПАВ, что позволяет снизить токсичность 
процесса и повысить безопасность производства. Этот 
процесс широко используется для удаления полицикли-
ческих ароматических углеводородов [2, 3], фенолов [4], 
ионов металлов [5–8], для концентрирования реагентов и 
очистки сточных вод [9]. Известны два способа экстракции 
с помощью ПАВ [10–12]. Первый способ основан на 
выделении отдельных мицелл ПАВ в самостоятельную 
фазу при температуре выше температуры точки помут-
нения (мицеллярная экстракция), второй – на образо-
вании геля в процессе высаливания ПАВ при введении 
неорганических солей (гель-экстракция). 

В качестве компонентов экстракционной системы 
могут использоваться анионные, катионные и неионо-
генные ПАВ (НПАВ) [1, 13]. Особый интерес представляют 
экологически безопасные и биоразлагаемые НПАВ, 
которые являются более эффективными солюбилиза-
торами, чем ионогенные ПАВ [14]. 

В водных растворах оксиэтилированных ПАВ 
небольшое количество НПАВ находится в виде моно-
меров. При нагревании такой системы выше точки 
помутнения концентрация ПАВ превышает критическую 
концентрацию мицеллообразования и молекулы упо-
рядочиваются для образования мицелл. В мицелле 
гидрофобные хвостики располагаются во внутренней 
части, чтобы свести к минимуму их контакт с водой, 

в то время как гидрофильные головки обращены к 
молекуле воды на внешней поверхности [11, 12, 15]. 
В результате происходит разделение фаз за счет деги-
дратации полярных групп ПАВ при нагревании, что 
приводит к снижению отталкивания между молекулами 
мицелл и, соответственно, способствует их агрегации. 
Данный процесс сильно зависит от температуры, кон-
центрации и типа используемого НПАВ. В экстракции 
широкое применение нашли оксиэтилированные ПАВ, 
в частности тритон, синтанолы и синатмиды, а также 
неонолы [1, 16]. Среди указанных НПАВ доступным и 
перспективным для экстракционных процессов является 
неонол. Эффективность экстракции будет обусловлена 
фазовым состоянием системы и условиями процесса. 
В связи с этим для оценки возможности использования 
НПАВ необходимо изучить фазовые состояния в водных 
растворах в зависимости от структуры НПАВ и условий. 
Например, в работе [17] изучалось фазовое состояние 
неонола АФ 9-6 в водных растворах. Показано, что 
область расслаивания системы неонол АФ 9-6 – вода 
наблюдается выше 80 °С, а с ростом концентрации ПАВ 
до 6 масс.% снижается до 25 °С. В случае использования 
неонола АФ 9-10 область расслаивания наблюдается 
выше 68 °С при концентрации ПАВ до 10 масс.% [18]. 
Дальнейшее увеличение концентрации введет к повы-
шению температуры области расслаивания до 80 °С. 
Для системы неонол АФ 9-12 – вода область расслаи-
вания наблюдается выше 84 °С, а двойная система 
вода – неонол АФ 9-25 гомогенна во всем интервале 
жидкостного состояния [19]. Известно, что с увели-
чением числа молей оксиэтилена критическая тем-
пература растворимости НПАВ уменьшается, однако 
полученные в работах [17–19] данные противоречат 
этому. Описанные в литературе данные о фазовых 
состояниях оксиэтилированных нонилфенолов не 
позволяют установить оптимальный состав и условия 
использования неонолов в экстракционных системах. 
Исследование системы вода – неонол показало, что 
нижняя критическая температура растворимости данного 
типа ПАВ слишком велика, поэтому для ее снижения 
необходимо использовать высаливатели, в качестве 
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которых применяют неорганические соли, такие как 
сульфаты, хлориды, фосфаты, нитраты натрия, калия 
или аммония [20–22]. В то же время в научных работах 
отсутствуют данные о гелеобразовании в системах 
вода –ПАВ – высаливатель, в связи с чем изучение 
условий образования гель-структуры в таких системах 
остается актуальной задачей.

В связи с вышесказанным целью настоящего 
исследования являлось установление условий обра-
зования гель-структуры для систем вода – оксиэтили-
рованный нонилфенол и вода – оксиэтилированный 
нонилфенол – высаливатель. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В качестве НПАВ использовали оксиэтилированный 

нонилфенол производства ОАО «Нижнекамскнефтехим». 
Был выбран неонол АФ 9-6 со структурной формулой 
С9Н19С6Н4(ОСН2СН)9ОН. Неонол АФ 9-6 характеризуется 
малой растворимостью в воде, увеличивающейся в при-
сутствии органических соединений. Этот НПАВ широко 
используется в текстильной, добывающей, нефтепере-
рабатывающей и лесохимической промышленности, 
относится к третьему классу опасности, кроме этого 
он дешев, биоразлагаем. 

Одной из важных составляющих практического при-
менения экстракционных систем типа вода – НПАВ и 
вода – НПАВ – высаливатель является определение 
влияния типа высаливателя, то есть неорганической 
соли, на температуру точки помутнения системы. 
Многочисленные научные исследования позволили 
выявить некоторые закономерности влияния катиона и 
аниона на фазовое состояние системы [20]. Показано, 
что высаливающими свойствами обладают только 
катионы натрия, калия, рубидия, цезия, аммония 
вследствие комплексообразования с оксиэтиле-
новыми группами ПАВ, другими словами, катионы, 
радиус которых близок к радиусу витка спирали окси-
этиленовой цепи (0,133 нм), поэтому катионы лития и 
магния не могут участвовать в комплексообразовании. 
Наличие в системе ортофосфат-, сульфат-, фторид- и 
хлорид-анионов оказывает высаливающее действие, 
обусловленное конкурированием анионов с моле-
кулами ПАВ за молекулу воды для создания гидратной 
оболочки. Согласно научно-технической информации 
установлено, что по высаливающей способности наи-
более эффективными являются анионы сульфатов, 
а среди катионов – катионы натрия [1, 3, 21, 22].  
В связи с вышеизложенным в качестве соли в данной 
работе использовали сульфат натрия марки х.ч. 

Границы области расслаивания в системе вода – 
НПАВ – высаливатель определяли визуально-политер-
мическим методом. Герметично закрытые пробирки с 
исследуемой смесью компонентов помещали на водяную 
баню и нагревали со скоростью 1 °С в минуту при пере-
мешивании с последующей фиксацией температуры 
фазового перехода. Опыт повторяли не менее 3 раз. 
За результат принимали среднее значение температур. 
Расхождение между параллельными измерениями не 
превышало 0,5 °С. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
При низких температурах НПАВ характеризуются 

ограниченной растворимостью в воде, что приводит к 
фазовому разделению системы даже при низких кон-
центрациях ПАВ. Растворимость НПАВ увеличивается 
при нагревании, однако при значительном повышении 
температуры они теряют свои свойства, так как имеют 
верхний температурный предел растворимости – точку 
помутнения, выше которой в системе вода – НПАВ 
происходит дегидратация молекул ПАВ и выделение их 
в отдельную фазу [15]. Образовавшиеся фазы сильно 
отличаются по своим свойствам в зависимости от условий 
процесса. Наблюдаемое явление представляет интерес 
с практической точки зрения, потому как открывает 
возможности создания экстракционных систем, 
свойства которых зависят от температуры. В данной 
работе изучалось фазовое состояние систем вода – 
неонол АФ 9-6 и вода – неонол АФ 9-6 – сульфат натрия. 
Установлена зависимость фазообразования водного 
раствора неонола АФ 9-6 различной концентрации в 
интервале температур (рис. 1).
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Рис. 1. Фазовая диаграмма системы вода – неонол АФ 9-6:  
I – область отдельных мицелл; II – область уплотнение 
мицелл; III – область расслаивания; IV – область 
разрушение мицелл

Fig. 1. Phase diagram of the water – neonol AF 9-6 system: 
I – the area of individual micelles; II – the area of micelle 
compaction; III – the area of delamination; IV – the area  
of micelle destruction

Определено, что в системе вода – неонол АФ 9-6, 
содержащей НПАВ от 5 до 25 масс.%, неонол нахо-
дится в виде отдельных мицелл в интервале темпе-
ратур от 20 до 35–50 °С (см. рис. 1, область I), но с 
увеличением температуры и концентрации НПАВ до 
15 масс.% поведение системы изменяется: наблю-
дается повышение вязкости системы – динамическая 
вязкость увеличивается с 25 до 225 мПа×с (см. рис. 1, 
область II), что свидетельствует об образовании более 
сложных объемных цилиндрических мицелл1. Фазовое 
состояние системы оценивали с помощью микроскопии 
(см. рис. 1). При дальнейшем нагревании, например 
для системы с концентрацией неонола АФ 9-6 больше 
15 масс.%, свыше 53–55 °С наблюдается снижение 
вязкости и, соответственно, разрушение мицелл 

1 Холмберг К., Йёнссон Б., Кронберг Б., Линдман Б. / пер. с англ.; под. ред. Б.Д. Сумма. Поверхностно-активные вещества  
и полимеры в водных растворах: учеб. пособие. М.: БИНОМ. Лаборатория знаний, 2007. 530 с.
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(см. рис. 1, область IV), а нагревание системы более 
63–71 °С приводит к выделению ПАВ в отдельную 
фазу (см. рис. 1, область III). Установлено, что для 
образования гель-структуры концентрации НПАВ до 
25 масс.% в водном растворе недостаточно, а даль-
нейшее введение НПАВ в систему свыше указанной 
концентрации нецелесообразно. 

Известно, что формирование мицелл определяется 
взаимодействием гидрофильных и гидрофобных частей 
ПАВ [23]. Гидрофобная часть ПАВ благоприятствует росту 
мицелл, в то время как гидрофильная часть ПАВ спо-
собствует их отталкиванию между собой, препятствуя 
формированию мицелл. Добавление неорганической 
соли позволяет экранировать электростатическое оттал-
кивание гидрофильных групп, в результате эти группы 
ближе подходят друг к другу, вследствие чего увели-
чивается плотность упаковки мицелл. Для инициации 
увеличения размера мицелл в водный раствор вводили 
высаливатель – сульфат натрия. При содержании соли 
свыше 8 масс.% в системе отсутствует область суще-
ствования отдельных мицелл и наблюдается расслоение 
системы (рис. 2, область III). 

С увеличением температуры в системе наблю-
дается сворачивание неонола (см. рис. 2, область VI), 
что говорит об уплотнении мицелл. При температурах 
свыше 55–60 °С система разрушается и ПАВ выде-
ляется в отдельную фазу. Стоит отметить, что только 
при концентрации 15 масс.% неонола в присутствии 
5 масс.% сульфата натрия образуется гель-структура 
(см. рис. 2, область V). В связи с этим дальнейшее 
исследование изменения фазового состояния системы 
осуществляли при соотношении НПАВ и высаливателя, 
равном 3:1 по массе (рис. 3).

Установлено, что минимальная концентрация в 
системе вода – оксиэтилированный нонилфенол – 
сульфат натрия, при которой образуется гель-структура, 
составляет 15 масс.% (рис. 3). В случае добавления соли 
в концентрации свыше 6 масс.% уже при 20 °С визу-
ально наблюдается сворачиваемость ПАВ (см. рис. 3, 
область VI) за счет образования сложных структур 

мицелл, вследствие этого происходит расширение зоны  
гелеобразования (см. рис. 3, область V), а температура 
гелеобразования снижается с 55 до 46 °С.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенного исследования установлено, 

что в интервале температур 20–65 °С в системе вода – 
неонол АФ 9-6 не наблюдается гелеобразования при 
содержании неонола от 5 до 25 масс.%. В интервале 
температур 45–53 °С система вода – неонол АФ 9-6 
характеризуется образованием области со сложными 

Рис. 3. Фазовая диаграмма системы вода – неонол АФ 9-6 – сульфат натрия при соотношении неонола и сульфата 
натрия, равном 3:1: I – область отдельных мицелл; III – область расслаивания; V – область гель-структуры; VI – область 
сворачивание мицелл
Fig. 3. Phase diagram of the system water – neonol AF 9-6 – sodium sulfate at a ratio of neonol and sodium sulfate equal 3:1: I – 
the area of individual micelles; III – the area of delamination; V – the area of the gel structure; VI – the area of micelle folding
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Рис. 2. Фазовая диаграмма системы вода –  
неонол АФ 9-6 – сульфат натрия: I – область отдельных мицелл; 
III – область расслаивания; V – область гель-структуры;  
VI – область сворачивание мицелл
Fig. 2. Phase diagram of the system water –  
neonol AF 9-6 – sodium sulfate: I – the area of individual 
micelles; III – the area of delamination; V – the area  
of the gel structure; VI – the area of micelle folding
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объемными цилиндрическими мицеллами при кон-
центрации неонола от 15 до 25 масс.%. Для форми-
рования гель-структуры в систему вода – неонол АФ 
9-6 предложено добавлять высаливатель – сульфат 
натрия. Изучение фазовых диаграмм системы вода – 
неонол АФ 9-6 – сульфат натрия позволило определить 
состав системы и условия, при которых наблюдается 
гелеобразование (соотношение неонола и сульфата 

натрия – 3:1 по массе, температура – 55–61 °С). 
Показано, что минимальная концентрация неонола АФ 
9-6 и сульфата натрия для гелеобразования составляет 
15 и 5 масс.% соответственно, а процесс гелеобразо-
вания протекает в интервале температур 55–61 °С. 
Увеличение концентрации неонола АФ 9-6 и сульфата 
натрия до 24 и 8 масс.% соответственно приводит к 
снижению температуры гелеобразования до 46 °С.
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Синтез и исследование функциональных свойств  
азотсодержащих производных алкенилянтарной кислоты  

в дизельных топливах разного состава
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Аннотация. Целью исследования являлось проведение синтеза амидов разного строения с последующим их 
испытанием в летних гидроочищенных дизельных топливах различного углеводородного состава в качестве дисперга-
торов парафинов совместно с депрессором на основе сополимера этилена и винилацетата. Для испытуемых базовых 
летних гидроочищенных дизельных топлив были определены молекулярно-массовое распределение н-алканов, фракци-
онный состав, плотность, кинематическая вязкость, низкотемпературные характеристики, содержание серы. Синтез 
целевых соединений проводился по известным методикам. Их структуры были подтверждены методом инфракрасной 
спектроскопии. Для каждого продукта были определены щелочное число и кислотное число с помощью методов, 
описанных в стандартах ASTM. Оценка низкотемпературных параметров осуществлялась по известным методикам 
стандартов ASTM, отечественных государственных стандартов, а также СТО 11605031-041-2010 Всероссийского 
научно-исследовательского института по переработке нефти. В результате проведенной работы для полученных 
образцов дизельных топлив, в том числе содержащих композиции присадок, определены низкотемпературные 
характеристики: температура застывания, температура помутнения, предельная температура фильтруемости, а 
также седиментационная устойчивость в условиях холодного хранения. Установлено, что синтезированные в работе 
амиды в зависимости от их алкенильного радикала, а также состава испытуемого дизельного топлива улучшают 
низкотемпературные свойства топлив, в частности повышают седиментационную устойчивость в условиях холодного 
хранения. Проведено исследование зависимости проявления диспергирующих свойств синтезированных амидов 
от их строения и молекулярно-массового распределения н-алканов в базовых летних дизельных топливах.

Ключевые слова: дизельное топливо, депрессорно-диспергирующие присадки, азотсодержащие соединения, 
амиды, диспергаторы парафинов
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Abstract. The study was aimed at synthesizing amides of different structures and their subsequent testing as paraffin 
dispersants in hydrotreated summer diesel fuels of different hydrocarbon compositions together with a depressor 
additive based on ethylene and vinyl acetate copolymer. The following parameters were determined for the hydrotreated 
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base summer diesel fuels under study: molecular weight distribution of n-alkanes, fractional composition, density, 
kinematic viscosity, low-temperature properties, and sulfur content. The target compounds were synthesized using 
known procedures. Their structures were confirmed via infrared spectroscopy. For each product, the alkaline and 
acid numbers were determined using methods described in ASTM standards. The low-temperature parameters 
were estimated according to the known procedures given in ASTM standards, domestic state standards, as well as  
STO 11605031-041-2010 of the All-Russian Research Institute for Oil Refining. For the obtained diesel fuel samples, 
including those containing the additive, the following low-temperature properties were determined: pour point, 
cloud point, cold filter plugging point, as well as sedimentation stability under cold storage conditions. The amides 
synthesized in this work were found to improve the low-temperature properties of fuels depending on their alkenyl 
radical, as well as the composition of the analyzed diesel fuel; in particular, they increase the sedimentation stability 
under cold storage conditions. The article studied the dependence of the dispersing properties of synthesized amides 
on their structure and the molecular weight distribution of n-alkanes in the base summer diesel fuels.

Keywords: diesel fuel, depressant-dispersant additives, nitrogen-containing compounds, amides, paraffin dispersants

For citation: Tubeltseva A.D., Ivanova L.V., Lisechko O.A. Synthesis of nitrogen-containing derivatives of alkenyl 
succinic acid and their functional properties in diesel fuels of different compositions. Proceedings of Universities. 
Applied Chemistry and Biotechnology. 2025;15(1):119-127. (In Russian). DOI: 10.21285/achb.962. EDN: WBDOPA.

ВВЕДЕНИЕ
В силу особенностей географического положения и 

климатических условий в России высока потребность 
в низкозастывающих топливах, и она неизменно воз-
растает. Для производства таких топлив могут приме-
няться различные технологии: к примеру, используются 
гидрокаталитические процессы (каталитическая депа-
рафинизация, гидрокрекинг, изодепарафинизация), осу-
ществляется снижение температуры конца кипения 
дизельной фракции. Существует метод удаления н-ал-
канов с помощью экстрактивной кристаллизации. 
В некоторых случаях низкотемпературные характе-
ристики дизельного топлива можно корректировать 
путем добавления керосина [1, 2]. При производстве 
низкозастывающих топлив также широко используют 
композиции депрессорно-диспергирующих присадок 
[3–5]. Тем не менее в современных условиях, когда 
импорт присадок данного класса значительно ограничен, 
российский рынок испытывает серьезный дефицит в 
таких продуктах1.

Диспергаторы парафинов применяются для предот-
вращения осаждения кристаллов н-алканов из дизельного 
топлива при пониженных температурах, которое приводит 
к забиванию топливных фильтров в автомобилях, появ-
лению неоднородности топлива внутри резервуаров для 
хранения и, как следствие, снижению качества дизельного 
топлива при отгрузке потенциальному потребителю, 
ухудшению процесса горения топлива внутри камеры 
сгорания двигателя2–4 [6–9]. Из научных публикаций 
известно, что азотсодержащие соединения, такие как 
сукцинимиды, амиды, четвертичные соли аммония, могут 
проявлять диспергирующее действие по отношению к 
продуктам нагарообразования в горюче-смазочных 

материалах5 [10–12], а также к парафинам тяжелых 
углеводородных систем [13–17]. В связи с этим целью 
данного исследования являлся синтез и испытание амидов 
разного состава в качестве диспергирующих присадок 
для дизельных топлив и исследование механизма их 
действия в зависимости от химического состава синте-
зированных амидов и от химического состава топлива, 
в котором они испытывались.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Синтез целевых амидов проводили по известным 

методикам: 
1) получение алкенилянтарного ангидрида с ради-

калами R = С12-С14, С16-С18, С20-С24 – при температуре  
Т = 210–220 °С в условиях интенсивного перемеши-
вания, время реакции τ = 10 ч [18];

2) амидирование – при температуре Т = 144 °С в 
растворителе о-ксилоле, время реакции τ = 4–5 ч [19]. 

Синтез амида этилендиаминтетрауксусной кислоты 
проводился следующим образом: при температуре  
Т = 190 °С в условиях постоянного перемешивания, 
мольное соотношение этилендиаминтетрауксусной 
кислоты и амина составляло 1:4 [20].

Структуры полученных соединений были подтверждены 
с помощью инфракрасных (ИК) спектров, полученных на 
ИК-Фурье-спектрометре Agilent Technologies Cary 660 
(Agilent Technologies, США). В ИК-спектрах амидов отсле-
живали полосы поглощения, характерные для: валентных 
колебаний связи -С=О при 1670–1630 см-1, валентных 
колебаний карбонильной группы при 1700 см-1.

Для синтезированных продуктов были определены 
такие показатели, как щелочное число (по ASTM D 
28966) и кислотное число (по ASTM D 6647) (табл. 1). 

1 Рынок топливных присадок в РФ: подводим первые итоги импортозамещения // Oduvanchik-him.ru. Режим доступа: https://
oduvanchik-him.ru/info/blog/rynok-toplivnykh-prisadok-v-rf-podvodim-pervye-itogi-importozameshcheniya (дата обращения: 15.07.2024).
2 Brown G.I., Tack R.D., Chandler J.E. An additive solution to the problem of wax settling in diesel fuels: SAE technical paper 
881652. 1988. DOI: 10.4271/881652. 
3 Mikkonen S., Tenhunen E. Deposits in diesel fuel-injection pumps caused by incompatibility of fuel and oil additives: SAE 
technical paper 872119. 1987. DOI: 10.4271/872119.
4 Barry E.G., Hills F.J., McCabe L.J. Diesel fuel – availability, trends and performance: SAE technical paper 790921. 1979. 
DOI: 10.4271/790921.
5 Данилов А.М. Применение присадок в топливах: справочник. СПб.: Химиздат, 2010. 368 с.
6 ASTM D 2896. Standard test method for base number of petroleum products by potentiometric perchloric acid titration.
7 ASTM D 664. Test method for acid number of petroleum products by potentiometric titration.
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Таблица 2. Физико-химические характеристики и молекулярно-массовое распределение подгрупп н-алканов  
в исследуемых дизельных топливах 1 и 2

Table 2. Physicochemical characteristics and molecular weight distribution of n-alkanes in the studied diesel fuels 1 and 2

Показатель
Значение

Метод определения
Топливо 1 Топливо 2

Температура помутнения, °С -10 -5 EN 23015:199410

Температура застывания, °С -21 -15 ГОСТ 20287-9111

Предельная температура фильтруемости, °С -11 -5 ГОСТ 22254-9212

Кинематическая вязкость при 20 °С, мм2/с 3,018 3,156 ГОСТ 33-201613

Плотность при 15 °С, кг/м3 825,0 836,5 ГОСТ 31392-200914

Содержание серы, ppm <10 <10 ГОСТ Р 51947-200215

Фракционный состав 
 – при температуре 250 °С, % об. 
 – при температуре 360 °С, % об.

 
24 
–

 
27 
97

ГОСТ ISO 3405-201316

Температура отгона 95% (по объему), °С 340 345 ГОСТ ISO 3405-201316

Подгруппы н-алканов 
 – низкомолекулярные С9-С15, % 

 – среднемолекулярные С15-С21, % 

 – высокомолекулярные С22-С26, % 

Итого, %

 
10,90 
8,30 
0,67 

20,08

 
5,10 
5,10 
0,90 

11,10

ASTM D 28878

8 ASTM D 2887. Standard test method for boiling range distribution of petroleum fractions by gas chromatography.
9 СТО 11605031-041-2010. Дизельное топливо с депрессорными присадками. Метод квалификационной оценки седимента-
ционной устойчивости при отрицательных температурах. М.: Изд-во ОАО «ВНИИ НП», 2010.
10 EN 23015:1994. Petroleum products – determination of cloud point.
11 ГОСТ 20287-91. Нефтепродукты. Методы определения температур текучести и застывания. М.: Издательство стандартов, 1994.
12 ГОСТ 22254-92. Топливо дизельное. Метод определения предельной температуры фильтруемости на холодном фильтре. 
М.: Комитет по стандартизации и метрологии СССР, 1992.
13 ГОСТ 33-2016. Нефть и нефтепродукты. Прозрачные и непрозрачные жидкости. Определение кинематической и динами-
ческой вязкости. М.: Стандартинформ, 2017. 
14 ГОСТ 31392-2009. Нефть и нефтепродукты. Метод определения плотности, относительной плотности (удельного веса)  
и плотности в градусах API ареометром. Минск: Евразийский совет по стандартизации, метрологии и сертификации, 2009.
15 ГОСТ Р 51947-2002. Нефть и нефтепродукты. Определение серы методом энергодисперсионной рентгенофлуоресцентной 
спектрометрии. М.: Госстандарт России, 2002.
16 ГОСТ ISO 3405-2013. Нефтепродукты. Определение фракционного состава при атмосферном давлении. М.: Стандарт-
информ, 2014.

     Полученные соединения были испытаны в качестве 
диспергаторов парафинов в композиции с депрессором 
в двух летних гидроочищенных дизельных топливах 
разных производителей. Физико-химические характе-
ристики топлив (табл. 2) определялись стандартными 
методами. Молекулярно-массовое распределение 
н-алканов в топливах (рис. 1) устанавливали с помощью 
газового хроматографа Agilent Technologies 7890A 
(Agilent Technologies, США) на капиллярной колонке с 

неполярной фазой HP-1 в соответствии с ASTM D 28878.  
Оценку седиментационной устойчивости для образцов 
топлив проводили по методу СТО 11605031-041-2010 
(метод Всероссийского научно-исследовательского 
института по переработке нефти)9. 

Рис. 1. Молекулярно-массовое распределение н-алканов 
в испытуемых дизельных топливах 1 и 2
Fig. 1. Molecular-mass distribution of n-alkanes  
in the studied diesel fuels 1 and 2
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Таблица 1. Качественные показатели синтезированных 
продуктов

Table 1. Qualitative characteristics of the synthesized products

Показатель
Продукт

1 2 3 4
Алкенильный 
радикал С12-С14 С16-С18 С20-С24 –

Кислотное число, 
мг КОН/г 58,6 55,0 53,8 0,6

Щелочное число, 
мг КОН/г 11,2 19,1 15,2 73,2
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
По итогу синтетического этапа работы было получено 

четыре образца амидов алкенилянтарной кислоты: амид 
с радикалами R = С12-С14 (продукт 1), амид с радикалами 
R = С16-С18 (продукт 2), амид с радикалами R = С20-С24 
(продукт 3), амид этилендиаминтетрауксусной кислоты 
(продукт 4). 

Полученные в ходе синтезов продукты и их компо-
зиции были растворены в дизельных топливах разных 
производителей и испытаны в качестве диспергаторов 
парафинов совместно с депрессором на основе сопо-
лимера этилена и винилацетата в рассматриваемых 
летних гидроочищенных дизельных топливах 1 и 2 
(табл. 3, 4).

Таблица 3. Низкотемпературные свойства образцов 
дизельного топлива 1 с депрессорно-диспергирующими 
присадками, включающими синтезированные продукты

Table 3. Low-temperature properties of the diesel fuel 1 
samples with depressant-dispersing additives, including  
the synthesized products

Образец
Показатель

Тпом, °С ПТФ, °С Тз, °С
0 -10 -11 -21

1.0 -11 -25 -34
1.1 -12 -21 -39
1.2 -13 -22 -39
1.3 -11 -25 -38
1.к1 -13 -23 -39
1.к2 -13 -23 -39

Примечание. Здесь и далее Тпом – температура помутнения; 
ПТФ – предельная температура фильтруемости; Тз – темпе-
ратура застывания.

Таблица 4. Низкотемпературные свойства образцов 
дизельного топлива 2 с депрессорно-диспергирующими 
присадками, включающими синтезированные продукты

Table 4. Low-temperature properties of the diesel fuel 2 
samples with depressant-dispersing additives, including  
the synthesized products

Образец
Показатель

Тпом, °С ПТФ, °С Тз, °С
0 -5 -5 -15

2.0 -5 -14 -42
2.1 -7 -10 -39
2.2 -5 -14 -45
2.3 -5 -13 -42

В результате анализа полученных данных (см. табл. 1, 
рис. 1) для базовых летних гидроочищенных дизельных 
топлив можно заметить значительные различия в молеку-
лярно-массовом распределении н-алканов в топливах 1 
и 2, что отражается на их физико-химических свойствах. 
Топливо 1 обладает лучшими низкотемпературными 
характеристиками: температурой помутнения Тпом, тем-
пературой застывания Тз, предельной температурой 
фильтруемости ПТФ.

Концентрация депрессора во всех образцах топлива 1 
составляла 400 ppm, в образцах же топлива 2 она 
равнялась 600 ppm. Концентрации депрессора были 

подобраны в рамках предварительных исследований 
как проявившие максимальную депрессию низкотем-
пературных показателей.

Из данных табл. 3 видно, что введение в топливо 1 
только депрессора (образец 1.0) позволило снизить 
температуру застывания на 13 °С, а предельную темпе-
ратуру фильтруемости на 14 °С по сравнению с образцом 
базового дизельного топлива (0). При введении в топливо 
совместно с депрессором синтезированных амидов 
(образцы 1.1, 1.2, 1.3) в качестве диспергатора темпе-
ратура застывания понизилась относительно образца, 
содержащего только депрессор (1.0), на 4–5 °С.

Одним из наиболее важных эксплуатационных пока-
зателей дизельного топлива при его использовании в 
холодный период года является предельная температура 
фильтруемости. Как видим, данный показатель при вве-
дении в топливо синтезированных в работе амидов 
несколько ухудшается, за исключением образца 1.3, 
полученного на основе амида алкенилянтарной кислоты 
с R = С20-С24.

Отмечено, что с увеличением длины алкенильного 
радикала в амидах алкенилянтарной кислоты с С12-С14 

до С20-С24, применяемых в качестве диспергатора, про-
исходит улучшение предельной температуры фильтру-
емости с минус 21 до минус 25 °С.

Известно, что промышленные диспергаторы, как 
правило, представляют собой композиции, включающие 
два и более компонентов. В ходе работы были приго-
товлены композиции, составленные из синтезированных 
амидов. Образец 1.к1 включал амиды алкенилянтарной 
кислоты с различными алкенильными радикалами в 
следующих соотношениях: С12-С14:С16-С18:С20-С24 = 
3,5:3,0:1,0, согласно распределению н-алканов в 
дизельном топливе 1. Образец 1.к2 состоял из амида 
алкенилянтарной кислоты с алкенильным радикалом 
С16-С18 и вторичного амида этилендиаминтетрауксусной 
кислоты в соотношении 2,33:1,00 соответственно. 
При использовании в качестве диспергатора данных 
композиций в дизельном топливе 1 существенных 
улучшений низкотемпературных характеристик отно-
сительно образца 1.2 не наблюдалось, они остались 
на том же уровне.

Из данных, полученных для дизельного топлива 2 
(см. табл. 4), видно, что введение в топливо только 
депрессора (образец 2.0) позволяет снизить температуру 
застывания на 27 °С, а предельную температуру филь-
труемости на 9 °С по сравнению с образцом базового 
дизельного топлива 2 (образец 0’). Лучший результат 
по депрессии температуры застывания для данного 
топлива продемонстрировал образец, в состав которого 
входит амид алкенилянтарной кислоты с R = С16-С18 
(образец 2.2). Сопоставимый результат по данному 
показателю относительно образца сравнения, содер-
жащего только депрессор (образец 2.0), наблюдается 
для образца 2.3 (амид алкенилянтарной кислоты с  
R = С20-С24).

По температуре помутнения лучший результат был 
зафиксирован для образца, содержащего амид алке-
нилянтарной кислоты с R = С12-С14 (образец 2.1). По 
предельной температуре фильтруемости сопоставимый 
с образцом сравнения 2.0 результат продемонстрировал 
образец 2.2 (амид алкенилянтарной кислоты с R = С16-С18).  
Такой «разброс» показателей эффективности действия 
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присадок говорит о том, что механизмы действия 
диспергатора на различных стадиях кристаллизации 
парафина в топливе (появление первых кристаллов 
(температура помутнения), рост образовавшихся 
структур (предельная температура фильтруемости) и 
образование пространственной структуры (температура 
застывания)) несколько отличаются. В связи с этим на 
разных стадиях кристаллизации парафина проявляют 
себя амиды алкенилянтарной кислоты с разной длиной 
алкенильного радикала.

Наиболее важным квалификационным показателем 
для дизельных топлив является седиментационная 
устойчивость топлива в условиях холодного хранения. 
Она определяет устойчивость топлив к расслоению 
при длительном воздействии низких температур. 
Оценку данного показателя проводили по методу СТО 
11605031–041–2010 (метод Всероссийского научно-ис-
следовательского института по переработке нефти)9 при 
температурах на 5 °С ниже температуры помутнения 
(табл. 5, 6).

Таблица 5. Седиментационная устойчивость образцов 
дизельного топлива 1 с депрессорно-диспергирующими 
присадками, включающими синтезированные продукты, 
в условиях холодного хранения  

Table 5. Sedimentation stability of diesel fuel 1 samples with 
depressant-dispersing additives, including the synthesized 
products, under cold storage conditions 

Образец

Показатель

ПТФ, °С

ПТФ 
верха, 

°С 
(Х.Х.)

ПТФ 
низа, 

°С 
(Х.Х.)

∆ПТФ, 
°С

Расслоение, 
%

0 -11 -11 -11 0 Неявно
1.0 -25 -26 -21 4 63
1.1 -22 -29 -26 7 33
1.2 -22 -20 -20 2 0
1.3 -25 -24 -24 1 5
1.к1 -23 -23 -21 2 1
1.к2 -23 -23 -21 2 0

Примечание. Здесь и в табл. 6 Х.Х. – условия холодного 
хранения.

Испытания топлива 1, содержащего депрессорно-дис-
пергирующие присадки, включающие синтезированные 
амиды, показали (см. табл. 5), что наилучший результат 
наблюдается для образца топлива 1.2, содержащего в 
качестве диспергатора амид алкенилянтарной кислоты 
с R = С16-С18. Данный образец прошел испытание на 
холодное хранение в полной мере – расслоения топлива 
в течение 16 ч не наблюдалось, а разница в предельной 
температуре фильтруемости верхнего, нижнего слоя и 
исходного образца составила 1 °С. В образце топлива 1.3, 
содержащего в качестве диспергатора амид алкенилян-
тарной кислоты с R = С20-С24, наблюдалось небольшое 
расслоение, при этом разница предельной температуры 
фильтруемости верхнего, нижнего слоя и исходного 
образца являлась допустимой согласно СТО. Образец 
топлива 1.1 (в качестве диспергатора использовался 
амид алкенилянтарной кислоты с R = С12-С14) не прошел 
испытание ни по одному критерию.

Результаты испытания образца топлива 1.к1, содер-
жащего в качестве диспергатора композицию на основе 
смеси амидов алкенилянтарной кислоты с радикалами 
С12-С14, С16-С18, С20-С24 (см. табл. 5), показали результат, 
близкий к успешному: в момент окончания экспери-
мента расслоение топлива составило только 1%, при 
этом разница предельной температуры фильтруемости 
верхнего, нижнего слоя и исходного образца не пре-
высила 2 °С.

Образец топлива 1.к2, содержащий в своем составе 
композицию, включающую амид этилендиаминтетра-
уксусной кислоты и амид алкенилянтарной кислоты с 
R = С16-С18, прошел испытание на седиментационную 
устойчивость в полной мере.

Приведенные данные наглядно демонстрируют 
работу синтезированных продуктов и их композиций 
в качестве диспергаторов парафинов, поскольку в их 
отсутствии (образец 1.0, содержащий только депрессор) 
наблюдается наибольшее расслоение. Это указывает 
на то, что на расслаиваемость дизельного топлива в 
условиях холодного хранения влияет именно депрессор, 
так как в базовом топливе расслоение не проявляется. 

По результатам испытания линейки амидов алкени-
лянтарной кислоты в топливе 2 (см. табл. 6) на седимен-
тационную устойчивость в условиях холодного хранения 
видно, что ни один из образцов (2.1–2.3) не показал 
положительного результата. Учитывая, что в данном 
топливе содержится более высокая относительная доля 
высокомолекулярных н-алканов, а также более высокое 
их абсолютное содержание, можно сделать вывод, 
что амиды данного строения в данной концентрации 
(400 ррm) не проявляют диспергирующего эффекта, то 
есть следует продолжать поиск их оптимальной структуры 
и рабочих концентраций.

Для выявления характера влияния на кристаллизацию 
н-парафинов в топливах депрессорно-диспергирующих 
присадок, в состав которых входил только депрессор, и 
присадок, включающих депрессор и синтезированные в 
работе амиды различного состава в качестве дисперга-
торов, были проанализированы молекулярно-массовые 
распределения н-алканов верхнего и нижнего слоя испы-
туемых образцов топлива 1 (рис. 2) и топлива 2 (рис. 3) 
после испытания на седиментационную устойчивость.

Таблица 6. Седиментационная устойчивость образцов 
дизельного топлива 2 с депрессорно-диспергирующими 
присадками, включающими синтезированные продукты,  
в условиях холодного хранения

Table 6. Sedimentation stability of diesel fuel 2 samples with 
depressant-dispersing additives, including the synthesized 
products, under cold storage conditions

Образец

Показатель

ПТФ, °С

ПТФ 
верха, 

°С 
(Х.Х.)

ПТФ 
низа, 

°С 
(Х.Х.)

∆ПТФ, 
°С

Расслоение, 
%

0 -5 -6 -4 2 0 
(градиент)

2.0 -14 -17 -6 11 55
2.1 -10 -14 -6 8 92
2.2 -14 -16 -9 7 25
2.3 -13 -16 -13 3 27
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Рис. 2. Молекулярно-массовое распределение н-алканов в верхнем и нижнем слоях испытуемых образцов дизельного 
топлива 1
Fig. 2. Molecular-mass distribution of n-alkanes in the upper and lower layers of the tested diesel fuel 1 samples
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Рис. 3. Молекулярно-массовое распределение н-алканов в верхнем и нижнем слоях испытуемых образцов дизельного 
топлива 2
Fig. 3. Molecular-mass distribution of n-alkanes in the upper and lower layers of the tested diesel fuel 2 samples

На полученных гистограммах молекулярно-мас-
сового распределения н-алканов в верхних и нижних 
слоях дизельного топлива 1 (см. рис. 2) видно, что для 
успешно прошедших испытание на холодное хранения 
образцов 1.2 и 1.3, показавших результаты, близкие к 
удовлетворительным, распределение н-алканов в верхнем 

и нижнем слоях идентичное. Это говорит о том, что 
размеры кристаллов парафина имеют оптимальный 
размер, позволяющий им равномерно распределяться 
во всем объеме топлива. В то же время в образце 1.1, 
содержащем в качестве диспергатора амид с R = С12-С14,  
как и в образце 1.0, содержащем в своем составе 
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только депрессор, нижний слой обогащен твердыми 
н-парафинами С19+.

На гистограммах молекулярно-массового распре-
деления н-алканов в верхних и нижних слоях топлива 2 
(см. рис. 3) видно, что ни один из образцов линейки 
амидов не прошел испытание на седиментационную 
устойчивость в условиях холодного хранения успешно. 
Для всех образов, начиная с н-алкана С19, отмечается 
преобладание парафинов в нижнем слое над этим же 
показателем в верхнем слое, как и для не прошедших 
испытание образцов топлива 1.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, в ходе проведенного исследования 

выявлено, что длина алкенильного радикала в молекуле 
амида алкенилянтарной кислоты, используемого в 
качестве диспергатора, в сочетании с депрессором 
полимерного типа оказывает влияние на показатели 
низкотемпературных свойств образцов дизельных топлив. 
Проявляемый эффект зависит от молекулярно-массового 
распределения н-алканов в базовом дизельном топливе 
и может по-разному проявляться на различных стадиях 
структурообразования в системе «зарождение → рост 

кристаллов → сцепление их с образованием простран-
ственной структуры».

Показано, что расслоение летних гидроочищенных 
дизельных топлив с разным молекулярно-массовым 
распределением н-алканов наблюдается при введении 
депрессора полимерного типа, который в условиях 
холодного хранения способствует образованию более 
крупных кристаллов, обладающих меньшей седимен-
тационной устойчивостью по сравнению с той, что 
наблюдается в присутствии диспергатора.

Экспериментально установлено, что наилучший 
показатель седиментационной устойчивости в условиях 
холодного хранения в присутствии депрессорно-дис-
пергирующих присадок проявляет образец дизельного 
топлива с большим содержанием н-алканов и с пре-
обладанием низко- и среднемолекулярных н-алканов 
(топливо 1). Данное топливо показало более высокую 
приемистость к депрессорно-диспергирующим при-
садкам, содержащим в качестве диспергатора амид 
алкенилянтарной кислоты с R = С16-С18, а также компо-
зицию, включающую амид алкенилянтарной кислоты с 
R = С16-С18 и амид этилендиаминтетрауксусной кислоты. 
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Аннотация. Перспективным направлением в области переработки полимерных материалов является разра-
ботка самоармированных полимерных композитов, представляющих относительно новую группу компози-
ционных материалов. Метод самоармирования позволяет комбинировать материалы одного полимера с 
различными молекулярными, супрамолекулярными и структурными особенностями. При этом высокие адгези-
онные и механические свойства самоармированных композитов обусловливаются образованием гомогенной 
системы с отсутствием межфазной границы. Вместе с тем самоармирование рассматривает возможность 
использования полимерных отходов для создания высокопрочных композитов, что обеспечивает снижение 
экологической нагрузки. Целью проведенного исследования являлось изучение фазового состава и свойств 
самоармированных полимерных композитов на основе политетрафторэтилена. Самоармированные композиты 
готовили смешением порошков промышленного и переработанного политетрафторэтилена, а затем подвергали 
компрессионному формованию и свободному спеканию. Методом рентгенофазового анализа рассчитывали 
степень кристалличности полученных материалов (41–68%). Результаты динамического механического анализа 
показали, что при введении порошка регенерированного политетрафторэтилена в промышленный политетраф-
торэтилен модуль упругости значительно увеличивается (до 2,0–3,1 ГПа). Исследование деформационно-проч-
ностных характеристик показало возможность использования до 30 масс.% переработанного политетраф-
торэтилена, полученного путем механического истирания, для создания композитов с хорошими эксплуатаци-
онными свойствами. Итоги работы также иллюстрируют факт того, что фазовое состояние материала зависит 
от способа переработки полимерных отходов и является определяющим для теплостойкости и механических 
свойств полученных самоармированных полимерных композитов.

Ключевые слова: политетрафторэтилен, самоармированные композиты, структура, полимерные отходы, тепло-
физические свойства 
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Self-reinforced polymer composites  
based on polytetrafluoroethylene
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Abstract. The development of self-reinforced polymer composites, representing a relatively new group of composite 
materials, is a promising direction in the field of polymer chemistry. The method of self-reinforcement is used to 
combine the materials of a single polymer possessing different molecular, supramolecular, and structural features. 
The high adhesion and mechanical properties of such self-reinforced composites are achieved by the formation of 
a homogeneous system without an interfacial boundary. In addition, self-reinforcement offers the opportunity of 
using polymer waste for manufacturing high-strength composites, thus contributing to environmental load mitigation. 
In this work, we investigate the phase composition and properties of self-reinforced polymer composites based on 
polytetrafluoroethylene. Self-reinforced composites were prepared by mixing powders of industrial and recycled 
polytetrafluoroethylene followed by compression molding and pressureless sintering. The crystallinity degree of the 
as-obtained materials calculated by X-ray phase analysis equaled 41–68%. The performed dynamic mechanical analysis 
showed that the introduction of a powder of regenerated polytetrafluoroethylene into industrial polytetrafluoroethylene 
increases the elastic modulus of the obtained materials significantly (up to 2.0–3.1 GPa). The study of deformation and 
strength characteristics confirmed the feasibility of using up to 30 wt% of recycled polytetrafluoroethylene, obtained 
by mechanical abrasion, for manufacturing composites with good performance properties. The findings also indicate 
that the phase composition of the material depends on the method of polymer waste processing, determining the 
heat resistance and mechanical properties of the obtained self-reinforced polymer composites.

Keywords: polytetrafluoroethylene, self-reinforced composites, structure, polymer waste, thermophysical properties
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ВВЕДЕНИЕ
Использование вторичного сырья в качестве новой 

ресурсной базы – одно из наиболее динамично раз-
вивающихся направлений переработки полимерных 
материалов в мире [1, 2]. Самоармирование является 
одним из перспективных методов переработки мате-
риалов, позволяющим изготавливать высокопрочные 
термопластичные полимерные композиты [3, 4]. Самоар-
мированные полимерные композиты имеют множество 
преимуществ, включая термоформуемость, высокую 
прочность и жесткость, отличную ударопрочность при 
низкой плотности, высокую биоразлагаемость [3, 5, 6]. 
Отличительной особенностью этого типа композитов 
является возможность их полной переработки, поскольку 
самоармированный полимерный композит изготав-
ливается из одного полимерного материала, который 

служит одновременно и матрицей, и армирующим 
элементом, что позволяет повторно переработать 
использованные изделия из самоармированных ком-
позитов без необходимости разделения, как в других 
видах композиционных материалов [7–9]. Благодаря 
относительной однородности в этой однокомпонентной 
системе достигается идеальное взаимодействие между 
матрицей и армирующим компонентом (это невоз-
можно в гетерогенных композитах), что обеспечивает 
лучшую адгезию и облегчает передачу напряжения 
между матрицей и наполнителем [3]. Для получения 
самоармированных полимерных композитов могут 
быть использованы разные кристаллические формы 
аморфно-кристаллических полимеров (полиморфизм), 
разные супрамолекулярные структуры или разные сорта 
одного полимера. Например, монополимерный композит 
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может содержать более жесткую фазу в качестве арми-
рующего элемента и менее жесткую фазу в качестве 
матрицы. Продукты переработки полимерных отходов 
также можно рассматривать в производстве самоар-
мированных полимерных композитов в зависимости 
от требуемых свойств композита [3, 10]. 

 Целью проведенного исследования являлась оценка 
возможности использования продуктов переработки 
отходов политетрафторэтилена для создания самоар-
мированных композитов, а также изучение свойств 
полученных материалов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В качестве матрицы использовали промышленный 

политетрафторэтилен (ПТФЭпром.) производства ООО ТД 
«Кирово-Чепецкая химическая компания»)1. В качестве 
армирующего компонента – порошок переработанного 
политетрафторэтилена (ПТФЭизм., Томфлон), полученный 
разными методами переработки отходов полимера. 
ПТФЭизм. представляет собой порошок политетрафторэ-
тилена, полученный переработкой отходов полимера 
путем механического истирания на обдирочном корун-
довом круге (линейная скорость скольжения 27 м/с 
при нагрузке 1 МПа на спроектированной и изготов-
ленной установке) [11]. Томфлон, в свою очередь, это 
ультрадисперсный политетрафторэтилен торговой марки 
ТОМФЛОНTM, представляющий рыхлый рассыпчатый 
порошок белого цвета с размером частиц ~5 мкм2 про-
изводства ООО «Фторполимерные технологии» (г. Томск, 
Россия), который получают комбинационным методом 
переработки отходов политетрафторэтилена, сочетающим 
радиационную и механическую обработку [12].

Самоармированные полимерные композиты готовили 
путем смешения порошков промышленного и перера-
ботанного политетрафторэтилена (ПТФЭизм., Томфлон) на 
высокоскоростной лопастной мельнице при скорости 
2800 об/мин. Содержание переработанного полите-
трафторэтилена в полимерном композите составляло 
5, 10, 20, 30 масс.%. Полимерную смесь формовали 
методом холодного прессования (27 °С, 50 МПа) с после-
дующим свободным спеканием при 370±5 °С в печи 

в воздушной атмосфере (скорость нагрева 100 °С/ч, 
выдержка 0,5 ч на 1 мм толщины образца, охлаждение 
в закрытой печи).

Размеры частиц переработанного политетраф-
торэтилена (ПТФЭизм.) определяли на наносайзере 
SALD-7500nano (Shimadzu, Япония), а также методом 
растровой электронной микроскопии на микроскопе 
высокого разрешения JEOL JSM-6000. 

Рентгенофазовый анализ образцов проводили 
на порошковых дифрактометрах D2 PHASER (Bruker, 
Германия) и TDM-20 (Tongda, Китай) в интервале  
2θ = 4–70° с шагом сканирования 0,02° (CuKα-излучение, 
комнатная температура). Обработку экспериментальных 
данных методами полнопрофильного анализа и расчет 
степени кристалличности выполняли с использованием 
программного комплекса TOPAS 4.2 [12].

Теплофизические свойства (модуль накопления E/, 
модуль потерь E//, тангенс угла механических потерь tg δ) 
образцов определяли на динамическом механическом 
анализаторе DMA 242 C (Netzsch, Германия) в темпе-
ратурном интервале 25–500 °С при скорости нагрева 
5 К·мин-1 в режиме пенетрации, диаметр проникающего 
конца пуансона составлял 3 мм. 

Определение прочности и свойств деформации 
материала вплоть до его разрушения проводили по 
ГОСТ 11262-803 на испытательной машине Instron 
3367 (Instron, США) при скорости движения траверсов 
200 мм/мин. Для испытаний использовали образцы в 
виде лопатки (тип 2).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
На рис. 1 представлено микроизображение измель-

ченного порошка отходов политетрафторэтилена. Размеры 
частиц порошка ПТФЭизм., получаемого механическим 
истиранием, имеют большой разброс и находятся в диа-
пазоне 0,5–250 мкм. Согласно диаграмме (см. рис. 1, b), 
средний размер частиц составляет 17 мкм. 

Рентгенографическим методом определена степень 
кристалличности полученных самоармированных поли-
мерных композитов. Результаты профильного анализа 
исследованных образцов представлены в таблице.

1 ГОСТ 10007-80. Фторопласт-4. Технические условия. М.: Стандартинформ, 2008. 16 с.
2 ТУ 2213-001-12435252-03. Порошок PTFE Томфлон.
3 ГОСТ 11262-80 (СТ СЭВ 1199-80). Пластмассы. Метод испытания на растяжение. М.: Издательство стандартов, 1986. 16 с.

Рис. 1. Микроизображение (a) и диаграмма (b) измельченного порошка отходов политетрафторэтилена
Fig. 1. Microimage (a) and diagram (b) of the ground polytetrafluoroethylene waste powder
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На основании полученных данных были рассчитаны 
количественные соотношения кристаллической и 
аморфных областей самоармированных полимерных 
композитов составов ПТФЭпром./ПТФЭизм. и ПТФЭпром./
Томфлон, а также степени кристалличности в зависимости 
от технологии переработки (см. таблицу). Во многих 
исследованиях сообщается об изменении степени 
кристалличности полимеров в зависимости от спо-
собов переработки [13–15]. Тем не менее данные о 
кристалличности полимерных смесей с использованием 
переработанных полимеров отсутствуют. 

Исследование теплофизических свойств полученных 
самоармированных полимерных композитов позволит 
определить температурные условия переработки поли-
мерных материалов в готовые изделия, а также тем-
пературные режимы эксплуатации изделий. 

На рис. 2 представлен вязкоупругий отклик полу-
ченных самоармированных полимерных композитов 
на механическое воздействие при постоянной частоте в 
интервале температур 25–500 °С. Показано, что значи-
тельные динамические потери наблюдаются в интервалах 
температур фазовых (~25–40 и ~325–327 °С) и релакса-
ционного (~150 °С) переходов (см. рис. 2). В интервале 
~25–40 °С наблюдается β-релаксация, связанная с твер-
дофазными превращениями I и II рода, происходящими 
в кристаллической области полимера. Твердофазный 
переход I рода при 25–30 °С вызван изменениями 
параметров элементарной ячейки кристаллита. Твер-
дофазный переход II рода при ~40 °С связан с потерей 
спиральной хиральности длинноцепочечной молекулы 
кристалла политетрафторэтилена, то есть элемента сим-
метрии кристалла [16, 17]. В работе [18] сообщается, что 
при атмосферном давлении и температуре в пределах 
нескольких десятков градусов Цельсия политетрафторэ-
тилен находится в трех твердофазных состояниях (II, 
IV и I). В фазе II при температуре ниже 19 °C полимер 
имеет хорошо упорядоченную триклинную элементарную 
ячейку. Макромолекулы имеют спиральную конфор-
мацию 13/6 (единиц на виток). При 19 °С происходит 

переход «порядок – беспорядок», представляющий собой 
переориентацию (вращение) макромолекул вокруг их 
осей. Молекулы слегка раскручиваются и принимают 
конформацию 15/7. Эта промежуточная фаза (IV) имеет 
метрически-гексагональную элементарную ячейку и 
сохраняется до 30 °С. При температуре выше 30 °С 
происходит дальнейшее вращательное разупорядочение 
и раскручивание спиралей (по мере увеличения темпе-
ратуры). В этой фазе I спиральная конформация 15/7 
постепенно уступает место усредненной конформации 
2/1 (плоский зигзаг). На рис. 2, с видно, что интенсив-
ность пиков β-релаксации полимерных композитов уве-
личивается с повышением кристалличности. Подобные 
результаты показаны в работе [16]. 

Для полученных самоармированных композитов с 
повышением степени кристалличности наблюдается 
увеличение модуля упругости Е  в 2–4 раза по срав-
нению с промышленным политетрафторэтиленом 

(см. рис. 2, а). Возможно, это объясняется тем, что 
образуются кристаллиты с новой морфологией [17]. В 
исследовании [19] авторами показано, что модуль упру-
гости увеличивается с концентрацией кристаллитов и чем 
меньше размер кристаллитов, тем большим модулем 
упругости обладает полимер. Наибольшая жесткость (Е ), 
наблюдаемая в интервале 25–34 °С, сопровождается 
плохой способностью материалов рассеивать энергию (Е )  
(см. рис. 2, b). На зависимости для модуля упругости с 
повышением температуры наблюдается постепенное 
снижение жесткости, связанное с переходом материала 
из стеклообразного состояния в высокоэластичное. В 
области ~150 °С полученные полимерные композиты 
характеризуются одним α-релаксационным переходом, 
связанным со стеклованием аморфной области полу-
ченного композита, что аналогично поведению гомогенных 
однородных полимеров (см. рис. 2, с) [20, 21]. В то же 
время с увеличением степени кристалличности поли-
мерных композитов α-переход расширяется, становится 
асимметричным (см. рис. 2, с), а интенсивность пика 
уменьшается. Это свидетельствует о том, что в компо-

Фазовый состав полученных полимерных материалов

Phase composition of the obtained polymer materials

Образец Фазовая область Площадь

ПТФЭпром./ПТФЭизм.  

(80/20 масс.%)

Аморфная область I (17,55°2θ) 6148,2595
Аморфная область II (38,62°2θ) 11151,8073
Кристаллическая область 4410,188

Степень кристалличности = 41,8%

ПТФЭпром./Томфлон  
(80/20 масс.%)

Аморфная область I (18,04°2θ) 8256,87617
Аморфная область II (38,76°2θ) 15611,7727
Кристаллическая область 8788,76292

Степень кристалличности = 57,7%

ПТФЭпром./ПТФЭизм.  
(70/30 масс.%)

Аморфная область I (16,27°2θ) 1601,54357
Аморфная область II (37,48°2θ) 9018,54478
Кристаллическая область 2185,21767

Степень кристалличности = 51,7%

ПТФЭпром./Томфлон  
(70/30 масс.%)

Аморфная область I (9,8°2θ) 2215,12779
Аморфная область II (37,13°2θ) 7116,64923
Кристаллическая область 4841,37617

Степень кристалличности = 68,6%
Примечание. Степень кристалличности рассчитывали как отношение доли кристаллической области к долям 
кристаллической и аморфной области I.
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зитах происходит частичное упорядочение аморфной 
фазы [21]. Существенное изменение свойств самоар-
мированных полимерных композитов наблюдается в 
области температуры плавления 325–327 °С. Оно связано 
с тем, что кристаллическая фаза материала исчезает 
и упругость образца резко уменьшается (см. рис. 2).

Рассмотрено влияние армирования промышленного 
политетрафторэтилена переработанным полимером на 
механические свойства. Установлено, что прочность при 
разрыве δр и относительное удлинение при разрыве εр 
полученных самоармированных композитов для всего 
диапазона составов отличаются от соответствующих 
величин промышленного политетрафторэтилена (рис. 3), 
уменьшаясь с увеличением содержания регенериро-
ванного полимера. Так, при наполнении 5 масс.% для 
самоармированного полимерного композита состава 
ПТФЭпром./ПТФЭизм. механические свойства находятся на 
уровне свойств промышленного политетрафторэтилена 

(σр = 23,5 МПа; εр = 418%), тогда как при использовании 
порошка Томфлон уже при малом наполнении проис-
ходит резкое снижение деформационно-прочностных 
свойств. При наполнении порошком ПТФЭизм. наблю-
дается ухудшение механических свойств в меньшей 
степени, нежели при применении порошка Томфлон, 
что связано с технологией переработки полимерных 
отходов. При переработке отходов политетрафторэ-
тилена простым истиранием возможна частичная 
механодеструкция полимера, что сопровождается незна-
чительным уменьшением молекулярной массы. При 
радиационном способе получения порошка Томфлон, 
деструкция полимера происходит в результате разрыва 
макромолекул под действием потока электронов или 
γ-квантов, что приводит к уменьшению молекулярной 
массы примерно в 10–30 раз и, как следствие, к сни-
жению физико-механических свойств [12].

Рис. 2. Теплофизические свойства: а – модуль упругости; b – модуль потерь; c – тангенс угла механических потерь  
(1–3 – фторполимеры: 1 – ПТФЭпром., 2 – ПТФЭизм., 3 – Томфлон; 4–6 – самоармированные полимерные композиты 
различного состава: 4 – ПТФЭпром./Томфлон (80/20 масс.%), 5 – ПТФЭпром./ПТФЭизм. (80/20 масс.%),  
6 – ПТФЭпром./Томфлон (70/30 масс.%))
Fig. 2. Thermophysical properties: a – elastic modulus; b – loss modulus; c – mechanical loss tangent  
(1–3 – fluoropolymers: 1 – PTFEman, 2 – PTFEgr, 3 – Tomflon; 4–6 – self-reinforced polymer composites of the composition:  
4 – PTFEman/Tomflon (80/20 wt.%), 5 – PTFEman/PTFEgr (80/20 wt.%), 6 – PTFEman/Tomflon (70/30 wt.%))
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенного исследования получены 

самоармированные полимерные композиты на основе 
политетрафторэтилена и продуктов переработки его 
отходов. Сравнительное исследование композитов 
показало, что теплофизические и механические 
свойства зависят от способа переработки и содер-
жания армирующего наполнителя. С повышением 
степени кристалличности наблюдается увеличение 
модуля упругости материалов в 2–4 раза, вероятно, 
обусловленное образованием мелких кристаллитов. 

Результаты деформационно-прочностных характе-
ристик показали возможность использования пере-
работанного политетрафторэтилена, полученного путем 
механического истирания, в диапазоне наполнения 
от 5 до 30 масс.% для создания композитов с хорошими 
эксплуатационными свойствами (σр = 17–24 МПа;  
εр = 370–410%). Деформационно-прочностные свойства 
промышленного политетрафторэтилена, армированного 
порошком Томфлон, уменьшаются практически в 
2 раза, что связано с низкой молекулярной массой 
переработанного полимера. 
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Изучение антибиотикорезистентности  
молочнокислых бактерий Latilactobacillus sakei

А.П. Никифорова* , В.М. Позняковский**

*Национальный исследовательский университет ИТМО, Санкт-Петербург, Российская Федерация
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Аннотация. Одной из наиболее серьезных проблем здравоохранения во всем мире является повышение 
устойчивости к антибиотикам. Следствием этой проблемы являются сложности при лечении некоторых 
заболеваний, рост смертности, увеличение медицинских расходов. Известно, что передача через пищевые цепи 
представляет собой один из важнейших путей распространения устойчивых к антибиотикам штаммов бактерий. 
По данным, представленным в российской и зарубежной литературе, молочнокислые бактерии могут служить 
резервуаром для передачи генов устойчивости к антибиотикам. В связи с этим важное значение имеет изучение 
антибиотикорезистентности штаммов молочнокислых бактерий, применяемых при производстве пищевых 
продуктов, особенно тех, которые не проходят термообработку перед употреблением в пищу. Целью проведенного 
исследования являлось изучение устойчивости к антибактериальным препаратам молочнокислых бактерий 
вида Latilactobacillus sakei. В работе было исследовано четыре штамма бактерий этого вида. Исследование 
было проведено с применением диско-диффузионного метода. Установлено, что изученные штаммы не обладали 
устойчивостью к большинству рассмотренных антибиотиков. Наименьшую устойчивость к антибиотикам показал 
штамм DSM 20017, который являлся чувствительным ко всем исследованным препаратам. Остальные изученные 
штаммы также продемонстрировали чувствительность к большинству препаратов, но показали промежуточную 
чувствительность к отдельным антибиотикам. Для более полной характеристики устойчивости молочнокислых 
бактерий вида Latilactobacillus sakei к антибиотикам требуется проведение дополнительных исследований, 
касающихся фенотипической устойчивости изучаемых штаммов.

Ключевые слова: Latilactobacillus sakei, молочнокислые бактерии, антибиотики, пробиотики, антибиотикорезистентность

Для цитирования: Никифорова А.П., Позняковский В.М. Изучение антибиотикорезистентности молочнокислых 
бактерий Latilactobacillus sakei // Известия вузов. Прикладная химия и биотехнология. 2025. Т. 15. N 1. С. 137–142. 
DOI: 10.21285/achb.966. EDN: ZCNHEA. 

BRIEF COMMUNICATION 

Antibiotic resistance of Latilactobacillus sakei  
lactic acid bacteria 

Anna P. Nikiforova* , Valery M. Poznyakovsky**

*ITMO University, Saint Petersburg, Russian Federation
**Kemerovo State Medical University of the Ministry of Health of the Russian Federation, 
Kemerovo, Russian Federation 

Abstract. Antimicrobial resistance represents a serious threat to public health due to such negative consequences 
as the difficulty of treating certain diseases, higher mortality, and increased medical costs. Transmission through 
food chains is known to be one of the most important routes for the spread of antibiotic-resistant bacterial strains. 
According to scientific publications, lactic acid bacteria can serve as a reservoir for the transmission of antibiotic 
resistance genes. In this regard, it is important to study the antibiotic resistance of lactic acid bacteria strains 
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used in food industry, particularly those not subjected to heat treatment prior to consumption. In this article, we 
investigate the resistance of Latilactobacillus sakei lactic acid bacteria to antibacterial preparations by a disk diffusion 
susceptibility test. The strains under study were not resistant to most of the antibiotics considered. The DSM 20017 
strain, which was sensitive to all tested preparations, showed the least resistance to antibiotics. Other strains also 
demonstrated sensitivity to most of the studied antibacterial preparations, although with an intermediate sensitivity 
to certain antibiotics. Further research is required for a comprehensive characterization of the phenotypic resistance 
of Latilactobacillus sakei bacteria to antibiotics.

Keywords: Latilactobacillus sakei, lactic acid bacteria, antibiotics, probiotics, antibiotic resistance

For citation: Nikiforova A.P., Poznyakovsky V.M. Antibiotic resistance of Latilactobacillus sakei lactic acid bacteria. 
Proceedings of Universities. Applied Chemistry and Biotechnology. 2025;15(1):137-142. (In Russian). DOI: 10.21285/
achb.966. EDN: ZCNHEA.

ВВЕДЕНИЕ
Молочнокислые бактерии имеют важное промыш-

ленное значение. Они используются для производства 
большого ассортимента пищевых продуктов. Известно, 
что их применяют и для производства пробиотических 
препаратов. Также антимикробные свойства молочно-
кислых бактерий в отношении патогенной и условно 
патогенной микрофлоры обеспечивают их приме-
нение в качестве антимикробных культур в пищевой 
промышленности.

Многие виды молочнокислых бактерий входят в 
состав микрофлоры желудочно-кишечного тракта 
человека и животных. Исследования, проведенные 
зарубежными учеными, показали, что регулярное 
употребление продуктов, содержащих пробиотические 
штаммы бактерий, имеет множество преимуществ для 
здоровья человека. Например, получены положительные 
результаты, касающиеся применения пробиотиков при 
диабете, ожирении, аллергии, для улучшения состояния 
нервной системы [1, 2]. Доказано, что некоторые из 
пробиотических штаммов бактерий способны угнетать 
патогенную микрофлору, имеют противовоспалительную 
активность [2]. Также установлено, что употребление фер-
ментированных пищевых продуктов, которые зачастую 
производятся с применением пробиотических штаммов 
бактерий, положительно влияет на здоровье человека 
при диабете, ожирении, высоком уровне холестерина 
и других заболеваниях [3].

Молочнокислые бактерии считаются безопасными 
для человека, животных и окружающей среды. В то же 
время, несмотря на многочисленные положительные 
свойства молочнокислых бактерий, серьезной проблемой 
является приобретенная устойчивость к противоми-
кробным препаратам среди штаммов этих бактерий [4]. 
В последние годы эта проблема приобрела большую 
важность. Так, в 2019 г. Всемирная организация здра-
воохранения отнесла устойчивость к антибиотикам к 10 
наиболее важным угрозам общественного здравоохра-
нения. По оценкам Европейской комиссии, толерант-
ность бактерий к антибиотикам приводит к смерти 
более чем 35 тыс. людей каждый год в Европейской 
экономической зоне, вследствие этого значительно 
возрастают затраты на здравоохранение.

Известно, что молочнокислые бактерии могут 
служить резервуаром для передачи генов устойчивости 
к антибиотикам, кроме того, передача через пищевые 

цепи является одним из важных путей распростра-
нения толерантности бактерий к противомикробным 
препаратам [4, 5]. В частности это касается пищевых 
продуктов, которые не проходят этап термообработки 
перед употреблением [6–8].

 В связи с вышесказанным необходимо уделять 
внимание выбору и изучению свойств потенциально 
пробиотических штаммов по отношению к противоми-
кробным препаратам. В последнее время изучение 
антибиотикорезистентности штаммов пробиотических 
бактерий вызывает большой интерес у российских и 
зарубежных ученых [2, 9–19]. Исследование устойчивости 
к противомикробным препаратам может проводиться 
с использованием различных методов, которые можно 
разделить на две основные группы: фенотипическое 
выявление устойчивости к антибиотикам путем измерения 
роста бактерий в присутствии тестируемого антибакте-
риального препарата и молекулярная идентификация 
устойчивых генотипов с помощью полимеразной цепной 
реакции [6]. К первой группе методов можно отнести 
E-тест, тест Кирби – Бауэра (диско-диффузионный метод) 
и метод микроразведений.

Молочнокислые бактерии Latilactobacillus sakei 
являются очень перспективными для применения в 
составе бактериальных препаратов для пищевой про-
мышленности. Они показали хороший рост в мясных и 
рыбных продуктах, высокую биохимическую активность 
и пробиотический потенциал [20].

В свете описанных проблем целью проведенного 
исследования являлось изучение устойчивости к анти-
бактериальным препаратам молочнокислых бактерий 
вида Latilactobacillus sakei.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Объектами исследования являлись штаммы молоч-

нокислых бактерий, которые были получены из Всерос-
сийской коллекции промышленных микроорганизмов 
Национального исследовательского центра «Курчатовский 
институт». 

Для определения антибиотикорезистентности 
молочнокислых микроорганизмов применяли дис-
ко-диффузионный метод по МУК 4.2.1890-041. Штаммы 
молочнокислых бактерий культивировали на агаризо-
ванной среде MRS (агар Де Мана – Рогозы – Шарп) 
(«Биокомпас-С», Россия). Для этого на среду, разлитую 
в чашки Петри, наносили 1 см3 инокулята штамма, 

1 МУК 4.2.1890-04. Определение чувствительности микроорганизмов к антибактериальным препаратам: метод. указания. 
М.: Изд-во Федерального центра госсанэпиднадзора Минздрава России, 2004. 91 с.
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который равномерно распределяли по поверхности 
питательной среды. Затем на среду стерильным пинцетом 
были помещены диски, содержащие различные антибак-
териальные препараты (амоксициллин, левомицетин, 
эритромицин, бензилпенициллин, тетрациклин, ципро-
флоксацин, стрептомицин) («Научно-исследовательский 
центр фармакотерапии», Россия). Культивирование про-
водили при 37 °С в течение 24 ч в анаэробных условиях. 
Об устойчивости штаммов к антибиотикам судили по 
зонам задержки роста вокруг дисков. Интерпретация 
результатов исследования проводилась по критериям, 
приведенным в МУ 2.3.2.2789-102. 

Все исследования были проведены в 3–5-кратной 
повторности. Для статистической обработки полученных 
результатов вычисляли среднее значение и стандартное 
отклонение.

Пример применения диско-диффузионного метода 
представлен на рисунке.

Изучение антибиотикорезистентности Latilactobacillus 
sakei диско-диффузионным методом

Study of antibiotic resistance of Latilactobacillus sakei  
by disco-diffusion method

Полученные результаты, показывающие устойчивость 
штаммов Latilactobacillus sakei к антибактериальным 
препаратам, представлены в таблице.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Полученные результаты показывают, что исследо-

ванные штаммы молочнокислых бактерий не являются 
устойчивыми к большинству протестированных анти-
биотиков. Данные свойства являются желательными 
для молочнокислых бактерий, которые применяются 
в составе бактериальных препаратов для пищевой 
промышленности. Наименее антибиотикоусточивым 
является штамм DSM 20017, который чувствителен 
ко всем исследованным антибиотикам. Остальные 
штаммы также показали высокую чувствительность 
к антибактериальным препаратам, но они были проме-
жуточно чувствительными к отдельным антибиотикам. 
Так, штаммы LSK-45 и LSK-104 показали промежуточную 
чувствительность к ципрофлоксацину и стрептомицину, 
а штамм LSK-103 – к ципрофлоксацину.

Среди микроорганизмов, присутствующих в микро-
флоре пищевых продуктов, часто встречаются штаммы, 
обладающие устойчивостью к отдельным группам анти-
бактериальных препаратов. Например, в работе [19] 
проведено изучение 43 штаммов (Lactobacillus bulgaricus 
и Streptococcus thermophilus), выделенных из китайских 
йогуртов различных районов производства, к 11 раз-
личным антибиотикам. У 35 исследованных штаммов 
была обнаружена устойчивость к ампициллину, хлорам-
фениколу, хлортетрациклину, тетрациклину, линкомицину, 
стрептомицину, неомицину и гентамицину.

Изучение антибиотикорезистентности бактерий, 
выделенных из традиционных турецких молочных 
продуктов, показало, что из 72 изученных штаммов 
молочнокислых бактерий 57% были устойчивыми к 
ванкомицину, 11% – к эритромицину, 2,8% – к тетра-
циклину, 1,4% – к левомицетину, 22% – к гентамицину, 
1,4% – к рифампицину, 28% – к ципрофлоксацину [11].

В результате исследования, описанного в работе [4], 
в котором изучалась антибиотикорезистентность 
8 коммерчески доступных марок пробиотических 
препаратов, содержащих молочнокислые бактерии, 
установлено, что большинство изучаемых штаммов 
являются устойчивыми к ванкомицину и чувствительны 

Устойчивость штаммов Latilactobacillus sakei к антибактериальным препаратам

Resistance of Latilactobacillus sakei strains to antibacterial drugs

Антибактериальный 
препарат

Количество вещества  
на диске

Штамм Latilactobacillus sakei
LSK-45 DSM 20017 LSK-104 LSK-103

Амоксициллин 20 мкг 32 (S) 30 (S) 34 (S) 32 (S)
Левомицетин 30 мкг 32 (S) 36 (S) 30 (S) 26 (S)
Эритромицин 15 мкг 36 (S) 42 (S) 34 (S) 34 (S)
Бензилпенициллин  
(пенициллин) 10 ЕД 34 (S) 38 (S) 42 (S) 35 (S)

Тетрациклин 30 мкг 36 (S) 32 (S) 30 (S) 30 (S)
Ципрофлоксацин 5 мкг 16 (I) 26 (S) 16 (I) 16 (I)
Стрептомицин 10 мкг 18 (I) 28 (S) 18 (I) 20 (S)

Примечание. S – чувствительный, I – промежуточно чувствительный.

2 МУ 2.3.2.2789-10. Методические указания по санитарно-эпидемиологической оценке безопасности и функционального 
потенциала пробиотических микроорганизмов, используемых для производства пищевых продуктов: метод. указания.  
М.: Изд-во Федерального центра гигиены и эпидемиологии Роспотребнадзора, 2011. 104 с.

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour


140

ИЗВЕСТИЯ ВУЗОВ. ПРИКЛАДНАЯ ХИМИЯ И БИОТЕХНОЛОГИЯ  2025  Том 15  N 1
PROCEEDINGS OF UNIVERSITIES. APPLIED CHEMISTRY AND BIOTECHNOLOGY 2025  Vol. 15  No. 1

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour 

к антибиотикам пенициллинового ряда (ампициллину и 
амоксициллину), карбапенемам и ингибиторам синтеза 
белка (хлорамфениколу, эритромицину, тетрациклину, 
кларитромицину, линезолиду). Однако анализ значений 
минимальной ингибирующей концентрации показал, 
что 6 изучаемых штаммов являются устойчивыми к 
тетрациклину, все изучаемые штаммы были устойчивы 
к амикацину, ципрофлоксацину и норфлоксацину.

В работе [18] проводилось изучение устойчивости к 
антибиотикам штаммов, входящих в состав доступных 
на рынке пробиотических препаратов (препараты про-
изводились в Австрии, Малайзии, США). Все изученные 
штаммы показали устойчивость к ванкомицину, в то время 
как некоторые из них были устойчивы к стрептомицину, 
азтреонаму, гентамицину и/или ципрофлоксацину.

Изученные в данной работе штаммы показали 
низкую устойчивость к антибиотикам, поэтому могут 
применяться при создании бактериальных культур для 
пищевой промышленности.

Известно, что устойчивость различных бактериальных 
штаммов может отличаться и может быть как природной, 

так и приобретенной. В связи с этим для более полной 
характеристики антибиотикоустойчивости возможно 
проведение дальнейших исследований с использо-
ванием современных методов анализа, в том числе 
генетических методов, которые позволят определить, 
имеют ли данные штаммы переносимые гены устой-
чивости к антибиотикам.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенных исследований осуществлена 

оценка устойчивости штаммов Latilactobacillus sakei к 
антибактериальным препаратам. Полученные результаты 
свидетельствуют о том, что штаммы Latilactobacillus sakei 
LSK-45, LSK-103, LSK-104 практически не отличаются 
по антибиотикоустойчивости. Наиболее чувствительным 
к действию противомикробных препаратов является 
штамм DSM 20017. На основании проведенных иссле-
дований установлено, что изученные штаммы являются 
чувствительными к антибиотикам и могут быть реко-
мендованы для применения в составе заквасок для 
пищевой промышленности.
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