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Изучение строения продуктов взаимодействия  
L-аскорбиновой кислоты с п-аминоацетанилидом

И.С. Черепанов , Д.А. Тарасова, А.И. Егорова

Удмуртский государственный университет, Ижевск, Российская Федерация

Аннотация: Продукты реакций L-аскорбиновой кислоты с различными азотсодержащими биологически 
активными веществами открывают пути к получению препаратов нового типа, перспективных к применению 
в фармацевтической, пищевой и косметической индустрии. В настоящей работе изучено взаимодействие 
L-аскорбиновой кислоты с п-аминоацетанилидом в этанольной среде при варьируемом (1:1 и 1:2) соотношении 
компонентов. Получение целевых продуктов проводили термостатированием водно-этанольных растворов, 
содержащих заданные количества компонентов (50 °С, 1 ч) с последующим медленным удалением растворителя 
в течение 24 ч. Непосредственно после термостатирования реакционные системы в виде тонких пленок на 
KBr-подложках исследовали методом колебательной спектроскопии. После медленного удаления растворителя 
промытые безводным эфиром и его смесью с этанолом твердые фазы изучали при помощи инфракрасной 
спектроскопии в KBr-матрице. Анализ колебательных спектров реакционной системы 1:1 показал, что в ходе 
термостатирования не происходит образования ионного ассоциата, последующее удаление растворителя 
приводит к выделению твердой фазы продукта сокристаллизации, формирование которого подтверждено 
анализом спектров средней и ближней инфракрасной области. Установлено, что в реакционной системе при 
соотношении компонентов 1:2 на стадии термостатирования происходит формирование основания Шиффа 
по С3-фрагменту аскорбиновой кислоты, перегруппировывающегося впоследствии при медленном удалении 
растворителя в 3-замещенное N-производное аскорбиновой кислоты (3-дезокси-3-(п-ацетамидофенила-
мино)-L-аскорбиновую кислоту). Характер электронных спектров обеих реакционных систем указывает на 
незначительное протекание побочных процессов меланоидинообразования в выбранных условиях экспери-
мента. Структурные аналоги выделенных продуктов, согласно литературным данным, характеризуются доста-
точной в сравнении с алифатическими производными устойчивостью, а также заметными антиоксидантными 
свойствами, что предполагает актуальность их дальнейшего изучения.

Ключевые слова: L-аскорбиновая кислота, п-аминоацетанилид, электронные спектры, ИК-спектры, синтез, 
антиоксидантная активность
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and cosmetic industries. The present study examined the interaction of L-ascorbic acid with p-aminoacetanilide 
in ethanol medium at component ratios of 1:1 and 1:2. The target products were obtained by controlling the 
temperature of aqueous ethanol solutions containing the specified amounts of components (50 °С, 1 h), which 
was followed by slow solvent removal for 24 h. Immediately after the temperature control stage, the reaction 
systems, in the form of thin films on KBr substrates, were analyzed via vibrational spectroscopy. Following slow 
solvent removal, the solid phases washed with anhydrous ether and its mixture with ethanol were studied in a 
KBr matrix using infrared spectroscopy. The vibrational spectra of the 1:1 reaction system revealed that no ionic 
associate is formed during the temperature control stage; subsequent solvent removal leads to the release of the 
solid phase of co-crystallization product, whose formation is confirmed by analysis of the mid- and near-infrared 
spectra. With the 1:2 component ratio, the reaction system was found to form a Schiff base at the C3 of ascorbic 
acid during the temperature control stage, which subsequently rearranged during slow solvent removal into a 
3-substituted N-derivative of ascorbic acid (3-deoxy-3-(p-acetamidophenylamino)-L-ascorbic acid). The electronic 
spectra of both reaction systems indicate insignificant side processes of melanoidin formation under the selected 
experimental conditions. According to published sources, the structural analogs of released products are charac-
terized by sufficient stability compared to aliphatic derivatives, as well as notable antioxidant properties, which 
indicates the importance of their further study.

Keywords: L-ascorbic acid, p-aminoacetanilide, electronic spectra, IR spectra, synthesis, antioxidant activity
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ВВЕДЕНИЕ
В последние несколько лет существенно возрос 

интерес к изучению продуктов взаимодействия 
L-аскорбиновой кислоты с различными биоактивными 
веществами, в частности с катехинами [1], антоци-
анами [2], циклодекстрином [3], протеинами [4], угле-
водами [5], природными карбоновыми кислотами [6]; 
описаны комплексы с линейными биополимерами [7, 8]. 
Большое количество исследований посвящено изучению 
реакций аскорбиновой кислоты с азотсодержащими 
производными [9–13], что приводит к образованию 
биологически активных веществ, при этом возможно 
несколько схем взаимодействия. Так, авторы исследо-
вания [9] описывают строение Н-связанных молеку-
лярных комплексов аскорбиновой кислоты с основаниями 
Шиффа. В работе [10] описаны механизмы образования 
продуктов взаимодействия аскорбиновой кислоты с 
аминокислотами по лактонной С=О группе. Реакции 
алифатических аминов с аскорбиновой кислотой, по 
данным исследования [11], протекают как замещение 
по С3-ОН-фрагменту L-аскорбиновой кислоты. Кислотные 
свойства аскорбиновой кислоты обусловливают воз-
можность образования солеобразных соединений с 
алифатическими и ароматическими аминами [12]. 
Молекула аскорбиновой кислоты может входить в состав 
продуктов конденсации с аминами как в циклической, 
так и в ациклической трансформированной форме [13].

Одним из наиболее интересных ароматических ами-
нопроизводных является п-аминоацетанилид: в практи-
ческом плане важное значение имеют его оптические 
и антиокислительные свойства [14, 15]. Ранее были 
изучены процессы конденсации п-аминоацетанилида с 
углеводами [14], выполнена оценка антиокислительных 
свойств выделенных продуктов. Показано, что наряду с 
доступностью реагентов и простотой синтеза, очистки и 
выделения полученные N-гликозиламиноацетанилиды 
обладают достаточной антиокислительной способностью 
в реакциях липидного окисления. Дополнительно описаны 
механизмы их восстановительной активности [16], уста-
новлен синергизм действия структурных составляющих. 
Таким образом, актуальным представляется изучение 

возможности синтеза производных, сочетающих фраг-
менты с антиокислительным свойствами. Изучение 
динамики взаимодействия аскорбиновой кислоты с 
аминопроизводными показывает влияние соотношения 
реагентов на параметры реакции (состав и выход про-
дуктов, степень связывания в комплексы) [17]. В связи 
с этим целью настоящей работы является изучение 
процессов образования и строения продуктов взаи-
модействия L-аскорбиновой кислоты с п-аминоацета-
нилидом при варьируемом соотношении реагентов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Синтез. Целевые процессы были реализованы тер-

мостатированием этанольных (96% EtOH, 20 мл, Merck, 
Германия) растворов, содержащих варьируемые коли-
чества 1:1 (0,001 моль : 0,001 моль) и 1:2 (0,001 моль : 
0,002 моль) L-аскорбиновой кислоты (ч.д.а.) и п-амино- 
ацетанилида (ч.д.а.) в колбах с обратным холодильником 
при 50 °С в течение 1 ч. 

Изучение реакционных систем. По окончании 
синтезов пробы растворов капиллярной пипеткой 
наносили в виде капли на солевые подложки KBr, 
которые высушивали струей воздуха до образования 
равномерной тонкой пленки. Колебательные спектры 
полученных пленок регистрировали на инфракрасном 
(ИК) спектрометре ФСМ-2201 (ООО «Инфраспек», Россия) 
в интервале волновых чисел 4000–400 см-1 с разре-
шением 4 см-1 при 40 сканах относительно чистых KBr-
подложек. Итоговые спектры обрабатывали в программе 
FSpec 4.2.0.9. Дополнительно отбирали пробы (5 мл) 
и регистрировали электронные спектры реакционных 
систем на спектрофотометре СФ-2000 (ОКБ «Спектр», 
Россия) в кварцевых кюветах (l = 1 см) в интервале 
длин волн 400–800 нм с шагом 5 нм. Спектры обра-
батывали в программе Microsoft Excel.

Выделение продуктов. Удаление растворителя из 
раствора по окончании термостатирования (25 °С, 24 ч) 
приводило к образованию твердых продуктов, которые 
промывали безводным эфиром и спиртово-эфирной 
смесью (50:50) для очистки от продуктов меланоидиноо-
бразования, что позволило после высушивания получить 
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порошки серо-коричневого цвета массой 0,24 г (1:1) 
и 0,15 г (1:2), температуры плавления которых были 
определены равными 102 °С (1:1) и 183 °С (1:2).

Изучение строения конечных твердых фаз. Колеба-
тельные спектры твердых фаз в средней ИК-области реги-
стрировали в режиме пропускания (1:200 KBr, 40 сканов, 
интервал волновых чисел 4000–400 см-1, разрешение 
по волновому числу 4 см-1). Колебательные спектры в 
ближней ИК-области регистрировали в режиме пропу-
скания (1:100 KBr, 150 сканов, интервал волновых чисел 
7000–6000 см-1, разрешение по волновому числу 8 см-1) 
относительно KBr [18]. Спектры вторых производных 
получали в результате численного дифференцирования 
в окнах до 10 точек при сглаживании полиномом 4-го 
порядка и обрабатывали в программе FSpec 4.2.0.9.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Основная информация о строении продуктов вза-

имодействия была получена при помощи анализа 
колебательных спектров, полное отнесение полос для 
исходных веществ представлено в таблице.

Спектры как аскорбиновой кислоты, так и п-амино-
ацетанилида характеризуются большим количеством 
полос, отнесение которых не всегда однозначно. Сопо-
ставление спектров исходных веществ со спектрами 

продуктов, полученных в виде пленки из раствора in situ 
и после полного удаления растворителя и высушивания 
продукта, приведено на рис. 1 и 2 соответственно.

Рис. 1. Инфракрасные спектры реакционных систем 
L-аскорбиновая кислота – п-аминоацетанилид (пленка  
на KBr-подложке) при соотношении реагентов 1:1 (1) и 1:2 (2)

Fig. 1. Infrared spectra of L-ascorbic acid – p-aminoacetanilide 
(film on KBr-plate) at reagent relation 1:1 (1) and 1:2 (2) 

Отнесение полос в инфракрасных спектрах исходных веществ

Assignment of bands in the infrared spectra of the starting materials

L-Аскорбиновая кислота п-Аминоацетанилид
ν, см-1 Отнесение [19–21] ν, см-1 Отнесение [15]
3540 νОН(С6) 3370 νas

NH2
3410 νОН(С3(5)) 3283 νNH

3330 νОН(С5(3)) 3244 νs
NH2

3216 νОН(С2) 3177 NH-δ-обертон
3030 νОН + νCH 3126 NH-δ-обертон
2915 νC4-H 3062 νСHAr

1754 νC1=O 2970 νСH

1674 νC2=C3
2926 νСH

1497 δCH2
2864 νСH

1321 νC2-O 1662 νС=О + δNН

1274 ωCH + δC2-OH 1608 νC=CAr + δNH, NH2
1248 δC3-OH 1552 νC=CAr + δNH

1221 ρС4-Н 1513 νC=CAr + δNH

1142 νC3-O + δC5-OH 1452 δas
СH3

1120 νC5-С6 + δC6-OH 1424 νC-N + νring

1076 νC6-O 1370 δs
СH3

1044 δring(C-O-C) 1322 νC-N + νring

1026 δring(C-O-C) 1262 νC-N + νC-NH2
989 ρСН2 + νC5-O + δC5C6H6

1175 δСHAr

869 νC5-С6
1090 rNH2

820 δring 1030 rСH3
755 νC4-С5

825 δССAr + γСHAr

720 γC2-O 780 γNH2 

680 αring, δС=С-О 730 γСHAr

630 νC1-С2
700 γСHAr 

592 ωC3-C4
662, 600 δСCC

567 ωC2-C3
520 γСCC
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Рис. 2. Инфракрасные спектры твердых продуктов 
взаимодействия L-аскорбиновой кислоты  
с п-аминоацетанилидом (KBr, 1:200) при соотношении 
реагентов 1:1 (1) и 1:2 (2)

Fig. 2. Infrared spectra of solid products of L-ascorbic acid – 
p-aminoacetanilide interaction (KBr, 1:200) at reagent 
relation 1:1 (1) and 1:2 (2)

Спектры системы с соотношением реагентов 1:1 
в низкочастотной области показывают наличие полос, 
относимых к фрагментам как L-аскорбиновой кислоты, 
так и п-аминоацетанилида. 

В спектре 1 также наблюдается уширение сигнала 
1606 см-1, связанное с появлением полос деформаци-
онных колебаний ассоциированной группы NH3

+ (1600, 
1620 см-1 [13]) п-аминоацетанилида 2, образующейся 
при частичном депротонировании С3-ОН-фрагмента 
аскорбиновой кислоты 1 [10, 11] (рис. 3). Дополни-
тельным свидетельством в пользу образования ионного 
ассоциата  3 является появление полосы 1419 см-1, 

относимой к валентным колебаниям ионизированной 
νС3-О

- при отсутствии сигнала 1248 см-1 (δC3-OH) [20]: 
Сигналы, характеризирующие сопряженный фрагмент 

аскорбиновой кислоты С=О (1757 см-1), С=С (1679 см-1), 
практически не изменяют своего положения; усиление 
интенсивности последней может быть связано с нало-
жением полос п-аминоацетанилида (см. таблицу). Отсут-
ствие смещения указанных сигналов в низкочастотную 
область, наблюдаемое для Na-аскорбата [21], может 
быть связано с меньшей степенью разделения зарядов 
и, как следствие, меньшей приводящей к снижению 
«двоесвязанности» трансформацией O=C-C=C-сайта, 
что, по данным источника [12], характерно для спектров 
ариламмоний-L-аскорбинатов.

Спектр системы с соотношением реагентов 1:2 отли-
чается от описанного выше в первую очередь изменением 
положения и интенсивности полос в области валентных 
колебаний кратных связей. Полоса валентных колебаний 
С=О снижается по интенсивности и смещается к зна-
чению 1719 см-1, интенсивность полосы νNH,ОН существенно 
снижается, указывая на взаимодействие по первичной 
аминогруппе. Также в виде сателлитных полос на высо-
кочастотном крыле сигнала 1604 см-1 наблюдаются пики 
1655 и 1644 см-1. Подобные изменения могут свиде-
тельствовать о присутствии в системе кратных связей в 
различном структурном окружении (рис. 4), в частности 
об образовании оснований Шиффа 4 [11, 13, 22], проте-
кающем через образование кето-формы L-аскорбиновой 
кислоты (рис. 4).

Образующаяся структура подтверждается исчез-
новением полосы валентных колебаний С2=С3-связи 
аскорбиновой кислоты (1674 см-1), смещение полосы 
валентных колебаний С=О к значению 1719 см-1, сопрово-
ждающееся понижением ее интенсивности, указывает на 
образование достаточно прочных С=О…Н-связей [8, 23],  
вероятно, с ОН-группой при С2 (сигнал 1274 см-1 сме-

Рис. 3. Взаимодействие L-аскорбиновой кислоты и п-аминоацетанилида в соотношении 1:1  
непосредственно по окончании синтеза
Fig. 3. Interaction of L-ascorbic acid with p-aminoacetanilide at relation 1:1 directly after synthesis

Рис. 4. Взаимодействие L-аскорбиновой кислоты и п-аминоацетанилида в соотношении 1:2  
непосредственно по окончании синтеза
Fig. 4. Interaction of L-ascorbic acid with p-aminoacetanilide at relation 1:2 directly after synthesis
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щается в низкочастотную область, сливаясь с полосой 
1263 см-1 п-аминоацетанилида). Отсутствие в спектре 
полос 1248 (δC3-OH) и 1142 (νC3-O) см-1 подтверждает 3-заме-
щение в лактонном цикле. 

Медленное удаление растворителя по окончании 
термостатирования также может приводить к струк-
турным изменениям в результате дальнейшего развития 
процессов [12]. Колебательные спектры твердых про-
дуктов после удаления растворителя в течение суток, 
промывки и высушивания в эксикаторе представлены 
на рис. 2.

Спектр твердой фазы, выделенной из системы с 
соотношением реагентов 1:1, показывает наличие 
малоинтенсивной полосы 1744 см-1 водородно-свя-
занной С=О группы аскорбиновой кислоты, а также 
полос п-аминоацетанилида (1880, 1662, 1604, 1512 см-1)  
(рис. 5). Подобные изменения спектральных профилей 
могут характеризовать образование молекулярных 
конъюгатов 5 [9].

Резкая полоса 3369 см-1 в совокупности со сни-
жающим свою интенсивность пиком 3240 см-1, относимые 
к колебаниям первичной аминогруппы, оказываются 
незначительно смещенными в низкочастотную область 
относительно положения сигналов п-аминоацетанилида.

Подтверждением участия аминогруппы п-аминоа-
цетанилида в образовании молекулярного комплекса 
может служить анализ спектров ближней ИК-области: 
первые ν-обертоны основных асимметричных колебаний 
NH-групп ариламинов регистрируются в области 7000–
6600 см-1 [24]. В спектре чистого п-аминоацетанилида 
фиксируются четкие сигналы 6875 и 6644 см-1 (рис. 6). 
Участие NH2-функции в конъюгации с L-аскорбиновой 
кислотой подтверждается наличием полос 6976 и 
6760 см-1, относимых к NH-колебаниям связанной с 
L-аскорбиновой кислотой аминогруппы [24].

Спектр твердого продукта, выделенного из системы с 
соотношением реагентов 1:2, показывает наличие хими-
ческого взаимодействия компонентов, что проявляется 
в сглаживании полосы асимметричных валентных коле-
баний первичной аминогруппы, полоса νs

NH2 (3244 см-1) 
нивелируется полностью (рис. 7). Кроме того, в спектре 
присутствует новый сигнал 1365 см-1, характерный, по 
данным источника [25], для νС-N-колебаний химически свя-
занных L-аскорбиновой кислоты и п-аминоацетанилида. 
Взаимодействие идет с участием С3-ОН-реакционного  

Рис. 5. Взаимодействие L-аскорбиновой кислоты и п-аминоацетанилида в соотношении 1:1  
после полного удаления растворителя в течение 24 ч
Fig. 5. Interaction of L-ascorbic acid with p-aminoacetanilide at relation 1:1 after total solvent evaporation during 24 h

Рис. 6. Вторые производные инфракрасных 
спектров ближней инфракрасной области чистого 
п-аминоацетанилида (1) и твердого продукта 
взаимодействия L-аскорбиновой кислоты  
с п-аминоацетанилидом в соотношении 1:1 (2)
Fig. 6. Near infrared spectra second derivative of pure 
p-aminoacetanilide (1) and solid product L-ascorbic acid – 
p-aminoacetanilide interaction at relation 1:1 (2)

Рис. 7. Взаимодействие L-аскорбиновой кислоты и п-аминоацетанилида в соотношении 1:2  
после полного удаления растворителя в течение 24 ч
Fig. 7. Interaction of L-ascorbic acid with p-aminoacetanilide at relation 1:2 after total solvent evaporation during 24 h
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центра, что подтверждается исчезновением полос 
1248  (δC3-OH) и 1142  (νC3-O) см-1 в спектре продукта. 
Можно предположить, что при выдерживании раствора 
после термостатирования происходит прототропная 
перегруппировка с образованием более устойчивого 
енаминольного производного – 3-дезокси-3-(п-ацета-
мидофениламино)-L-аскорбиновой кислоты 6.

Подтверждением образования предложенной 
структуры можно также считать снижение интенсивности 
полос скелетных колебаний L-аскорбиновой кислоты в 
области 900–500 см-1 при перераспределении элек-
тронной плотности в лактонном цикле при образовании 
3-замещенного N-производного [23]. 

Различие в характере образующихся в системах с 
разным соотношением реагентов продуктов может быть 
связано с тем, что увеличение концентрации амина при-
водит к активизации его атаки на ендиольный фрагмент 
аскорбиновой кислоты, принимая в этом случае про-
текание ее взаимодействия с п-аминоацетанилидом 
через последовательные стадии нуклеофильного при-
соединения – элиминирования. 

Дополнительно изучалась степень протекания 
реакции Майяра, приводящей к трансформации пер-
вичных продуктов взаимодействия L-аскорбиновой 
кислоты и п-аминоацетанилида. Электронные спектры 
реакционных систем в видимой области по окончании 
термостатирования представлены на рис. 8.

Рис. 8. Электронные спектры реакционных систем 
L-аскорбиновая кислота – п-аминоацетанилид  
при соотношении реагентов 1:1 (1) и 1:2 (2)

Fig. 8. Ultraviolet-visible-spectra of L-ascorbic acid – 
p-aminoacetanilide reactive systems at reagent relation 1:1 (1)  
and 1:2 (2)

Отношения А465/A650 для реакционных систем 
составляют 4,5 (1:1) и 2,9 (1:2), что указывает на 
определенную долю конденсированных аромати-
ческих продуктов. Тем не менее невысокие абсо-
лютные значения оптической плотности растворов 
свидетельствуют о незначительной степени проте-
кания побочных процессов меланоидинообразования. 
Продукты последних достаточно полно отделяются 
при промывке, что подтверждается отсутствием 
в спектрах выделенных веществ полос продуктов 
деструкции аскорбиновой кислоты (1790–1820 см-1)  
как более активного компонента [16]. 

Полученные результаты согласуются с литературными 
данными по изучению образования молекулярных ком-
плексов [9] и продуктов конденсации [11] аскорбиновой 
кислоты с аминами. Структурные аналоги выделенных 
продуктов, согласно литературным данным [9, 11], 
характеризуются заметной биологической активностью 
(антиоксидантные и антибактериальные свойства), что 
предполагает актуальность их дальнейшего изучения. 
Как видно из изложенных выше результатов, ендиольный 
фрагмент аскорбиновой кислоты, обуславливающий 
антиокислительные свойства, сохраняется в продукте 
взаимодействия системы 1:1, в связи с чем на сле-
дующем этапе работы изучалась его антиокислительная 
активность в модельной реакции окисления вазели-
нового масла [26]. 

Фрагменты спектров изученных систем в области С=О 
валентных колебаний представлены на рис. 9 (спектры 
2–6 сложены с константами для большей наглядности 
представления).

Рис. 9. Фрагменты спектров в области валентных 
колебаний С=О: 1 – суспензия конъюгата в масле (25 °С); 
2 – суспензия конъюгата в масле (140 °С, 2 ч); 3 – масло 
(140 °С, 2 ч); 4 – суспензия конъюгата в масле (140 °С, 3 ч);  
5 – масло (140 °С, 3 ч); 6 – суспензия конъюгата в масле 
(140 °С, 4 ч); 7 – масло (140 °С, 4 ч)

Fig. 9. Spectra fragments in C=O-stretching vibration area: 
1 – conjugate suspension in oil (25 °С); 2 – conjugate 
suspension in oil (140 °С, 2 h); 3 – oil (140 °С, 2 h);  
4 – conjugate suspension in oil (140 °С, 3 h);  
5 – oil (140 °С, 3 h); 6 – conjugate suspension  
in oil (140 °С, 4 h); 7 – oil (140 °С, 4 h)

Сопоставление данных указывает на наличие 
заметного ингибирующего окисление масла эффекта при 
4-часовом временном интервале (спектры 6 и 7). Срав-
нение полученных данных (140 °С, 4 ч) с аналогичными, 
полученными для чистых компонентов, представлено 
на рис. 10 (спектры 2–4 сложены с соответствующими 
константами). Сравнительный анализ иллюстрирует 
убывание интенсивности полосы 1715 см-1 в ряду ком-
понентов масло > п-аминоацетанилид > конъюгат > 
аскорбиновая кислота, указывая на максимальную 
ингибирующую активность последней. При этом инги-
бирующая окисление вазелинового масла способность 
конъюгата выше, чем у чистого п-аминоацетанилида. 

Электронные спектры этанольных экстрактов про-
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дуктов окисления представлены на рис. 11. Сопостав-
ление спектров показывает наличие конденсированных 
окрашенных продуктов окислительной деструкции 
(поглощение выше 550 нм) для суспензии аскорби-
новой кислоты, что отчасти объясняет антиокислительное 
действие последней.

В экстрактах из суспензий п-аминоацетанилида и 
конъюгата подобные продукты не образуются, опре-
деляя возможность применения синтезированного 
препарата в совокупности с его установленной анти-
окислительной активностью в качестве ингибитора 
окисления технических масел. Аскорбиновая кислота 
в ходе термодеструкции образует значительное коли-
чество окрашенных продуктов, что ухудшает потреби-
тельские качества масел.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, в результате проведенного иссле-

дования можно сделать следующие выводы:
1. Изучено взаимодействие L-аскорбиновой кислоты с 

п-аминоацетанилидом в этанольной среде при мольном 

соотношении компонентов 1:1 и 1:2. 
2. При помощи анализа колебательных спектров 

реакционной системы 1:1 показано, что в ходе термо-
статирования происходит образование ионного ассо-
циата, последующее удаление растворителя приводит к 
выделению твердой фазы продукта сокристаллизации, 
формирование которого подтверждено анализом спектров 
средней и ближней ИК-области.

3. Установлено, что в реакционной системе при 
соотношении компонентов 1:2 на стадии термостати-
рования происходит формирование основания Шиффа 
по С3-фрагменту аскорбиновой кислоты, перегруппиро-
вывающегося впоследствии при медленном удалении 
растворителя в 3-замещенное N-производное – 3-дезок-
си-3-(п-ацетамидофениламино)-L-аскорбиновую кислоту. 

4. Характер электронных спектров реакционных 
систем указывает на незначительное протекание 
побочных процессов меланоидинообразования в 
выбранных условиях эксперимента.

5. Изучение антиокислительного действия молеку-
лярного конъюгата системы 1:1 в процессах высокотем-
пературного окисления (140 °С, 4 ч) вазелинового масла 
показывает снижение восстановительной активности в 
ряду аскорбиновая кислота – конъюгат L-аскорбиновая 
кислота – п-аминоацетанилид – п-аминоацетанилид, при 
этом аскорбиновая кислота в ходе деструкции образует 
существенное количество окрашенных продуктов, что 
ухудшает потребительские качества масел.
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Синтез несимметричных вторичных аминов  
и их антикоррозионная активность

Е.С. Акимова, Р.М. Султанова , Р.У. Рабаев,  
Ю.Г. Борисова, С.С. Злотский

Уфимский государственный нефтяной технический университет, Уфа, Россия

Аннотация. Поиск новых ингибиторов коррозии является актуальным и важным направлением развития 
современной химической отрасли ввиду необходимости защиты металлических конструкций и оборудования 
от разрушительного воздействия агрессивных сред. Коррозия значительно снижает долговечность и надежность 
металлических изделий, что ведет к увеличению эксплуатационных расходов, повышает риск аварий и негативно 
сказывается на экологической безопасности, в связи с чем представляется актуальным синтез соединений с 
потенциально возможным антикоррозионным действием. С целью расширения рядов таких веществ при помощи 
конденсации циклических альдегидов и первичных аминов, а также восстановления продуктов конденсации 
получены вторичные амины. Строение синтезированных соединений подтверждено методами инфракрасной 
спектроскопии, спектроскопии ядерного магнитного резонанса (1Н, 13С). В инфракрасных спектрах синтезированных 
азометинов наблюдаются характерные для иминов полосы поглощения валентных колебаний связей C=N при 
1650–1570 см-1. В спектрах ядерного магнитного резонанса 1Н протоны азометиновой группы резонируют 
в области 8,15–8,25 м.д., в спектрах ядерного магнитного резонанса 13С атомы углерода иминной группы 
проявляются в области δс 158,00–161,00 м.д. Способность полученных соединений препятствовать коррозии 
в модельной среде была проверена гравиметрическим методом. Оценка защитных свойств исследованных 
соединений проводилась электрохимическим методом. Результаты коррозионной активности полученных 
соединений соотносятся с данными, приведенными в библиографических источниках. Наиболее высокий результат 
показал вторичный амин 2-((2-((4-хлорбензил)амино)этил)амино)этан-1-ол, проявляющий антикоррозионные 
свойства в сероводородной среде и обеспечивающий степень защиты, равную 97%.

Ключевые слова: имины, основания Шиффа, восстановление, амины, конденсация
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Для цитирования: Акимова Е.С., Султанова Р.М., Рабаев Р.У., Борисова Ю.Г., Злотский С.С. Синтез несимметричных 
вторичных аминов и их антикоррозионная активность // Известия вузов. Прикладная химия и биотехнология. 
2025. Т. 15. N 4. С. 456–464. DOI: 10.21285/achb.1000. EDN: FMPXDF. 

CHEMICAL SCIENCES
Original article 

Synthesis of asymmetric secondary amines 
and their anticorrosive properties
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Abstract. Given the need to protect metal structures and equipment from the destructive effects of aggressive 
media, the search for new corrosion inhibitors constitutes a relevant and important area of development in the 
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modern chemical industry. Corrosion significantly reduces the durability and reliability of metal products, which 
increases maintenance costs and the risk of failures, while also negatively affecting environmental safety. Therefore, 
it is relevant to synthesize compounds with potential anticorrosive properties. In order to expand the range of such 
substances, secondary amines were obtained by condensing cyclic aldehydes and primary amines, as well as by 
reducing condensation products. The structure of the synthesized compounds was confirmed via infrared spectroscopy 
and nuclear magnetic resonance spectroscopy (1H and 13C). The infrared spectra of the synthesized azomethines 
reveal imine-characteristic C=N stretch absorption bands at 1650–1570 cm-1. In the 1H nuclear magnetic resonance 
spectra, the protons of the azomethine group resonate at 8.15–8.25 ppm; the 13C nuclear magnetic resonance spectra 
reveal the carbon atoms of the imine group at δc of 158.00–161.00 ppm. The ability of the obtained compounds 
to inhibit corrosion in a model medium was tested using a gravimetric method. Their protective properties were 
evaluated using an electrochemical method. The properties of the obtained compounds are consistent with data 
presented in bibliographic sources. The best result was obtained for the secondary amine 2-((2-((4-chlorobenzyl)
amino)ethyl)amino)ethan-1-ol, which exhibits anticorrosive properties in a hydrogen sulfide medium and provides 
a 97% protection level.

Keywords: imines, Schiff bases, reduction, amines, condensation

Funding. The work was carried out with the financial support of the development program of the Ufa State Petroleum 
Technological University “Priority 2030” (Leadership Project of 2025 no. B17619).
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ВВЕДЕНИЕ
Использование ингибиторов коррозии является одним 

из наиболее эффективных методов защиты металли-
ческих поверхностей от данного процесса, особенно в 
кислых средах [1, 2]. К наиболее эффективным ингиби-
торам коррозии относятся органические соединения, 
содержащие атомы азота, кислорода, серы и кратные 
связи в молекулах, которые облегчают адсорбцию на 
поверхности металла [3]. Следует отметить, что азот-
содержащие соединения образуют менее токсичные 
продукты взаимодействия с коррозионной средой, 
поэтому они предпочтительнее для разработки и соз-
дания эффективных антикоррозионных присадок [4]. 
Среди азотсодержащих соединений высокую антикор-
розионную активность проявляют замещенные ими-
дазолины [5–7], амины различного строения [8–10], 
четвертичные аммониевые соли на основе аминов 
гетероциклического ряда [11], аминоэтилэтаноламин, 
а также азометины, известные как поглотители серо-
водорода из нефтепродуктов и товарной нефти [12], и 
компоненты летучих ингибиторов коррозии [13].	

Целью настоящей работы явился синтез азометинов 
на основе конденсации промышленных аминов 
(этилендиамина, (N,N-диметил)пропилендиамина, 
3-(пиперазин-1-ил)пропан-1-амина, 2-((2-аминоэтил)
амино)этан-1-ола, 2-аминоэтан-1-ола) с ароматическими и 
гетероароматическими альдегидами, их восстановление 
до вторичных аминов и изучение антикоррозионной 
активности.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Спектры ядерного магнитного резонанса (ЯМР) 1Н 

и 13С регистрировали на спектрометре Bruker Avance 
III HD 400 (Bruker, Германия) с рабочими частотами 
400,15 и 100,63 МГц соответственно, внутренний 
стандарт – Me4Si. 

Инфракрасные (ИК) спектры регистрировали на 
приборе Shimadzu IR Prestige 21 (Shimadzu, Япония) 
в тонком слое. Ход реакций и чистоту соединений 
контролировали с помощью тонкослойной хроматографии 
на пластинках с силикагелем марки Sorbfil (Россия). 

Растворители (бензол, гексан, метиловый спирт, 
этиловый спирт) очищали по стандартным методикам1. 

Получение оснований Шиффа (общая методика). 
К раствору альдегида 1a,b (7 ммоль) в 35 мл бензола 
добавляли амин 2a–e (7 ммоль) и катализатор КУ-2-8 
20%, перемешивали при температуре 80 °С в течение 
25–40 мин (в случае получения бис-иминов берется 
соотношение 1:2). После окончания реакции смесь 
охлаждали до комнатной температуры, добавляли 20 мл 
этилацетата, фильтровали для удаления катализатора, 
растворитель удаляли при пониженном давлении. В 
случае необходимости кристаллизовали из метилового 
спирта.

(E)-2-((4-хлоробензилиден)амино)этан-1-ол 3a. Выход 
0,5 г, 50%, масло. ИК-спектр, ν, см-1: 1632, 1584 (С=N), 
1082, 833 (C-Cl), 3622 (O-H). Спектр ЯМР 1Н (CDCl3), 
δ, ppm (J, Hz): 3,78–3,75 м (2H, CH2CH2OH), 3,94–3,92 м 
(2Н, CH2CH2OH), 5,42 с (1Н, CH2CH2OH), 7,41 д (2Н, C2, C6, 
C6H4, J 8,46), 7,69 д (2Н, C3, C5, C6H4, J 8,47), 8,30 с (1Н, 
CН=N). Спектр ЯМР 13С (CDCl3), δ, ppm: 62,3 (CH2CH2OH), 
63,2 (CH2CH2OH), 128,9 (C3, C5, C6H4), 129,3 (C2, C6, 
C6H4), 134,3 (C4, C6H4), 136,8 (C1, C6H4), 161,7 (CH=N).

(E)-2-((пиридин-4-илметилен)амино)этан-1-ол 3b. Выход 
0,90 г, 90%, масло. ИК-спектр, ν, см-1: 3062 (C=Npy), 
1681, 1540 (С=N), 3321 (O-H). Спектр ЯМР 1Н (CDCl3), 
δ, ppm (J, Hz): 2,70 с (1H, CH2CH2OH), 3,85–3,78 м (2Н, 
CH2CH2OH), 3,71–3,68 м (2Н, CH2CH2OH), 7,42–7,40 м (2Н, 
C3, C5, C6H4), 8,16 с (1Н, СН=N), 8,48–8,47 м (2Н, C2, C6, 
C6H4). Спектр ЯМР 13С (CDCl3), δ, ppm: 60,2 (CH2CH2OH), 
65,5 (CH2CH2OH), 121,9 (C3, C5, C5H4), 142,8 (C4, C5H4), 
149,4 (C2, C6, C6H4), 160,65 (CH=N). 

1Gordon A.J., Ford R.A. The chemist's companion: a handbook of practical data, techniques, and references. New York: John Wiley &  
Sons, 1973. 560 p.
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(E)-3-((4-хлорбензилиден)амино)-N,N-диметилпро-
пан-1-амин 3с. Выход 0,48 г, 48%, масло. ИК-спектр, 
ν, см-1: 1653, 1531 (С=N), 1113, 831 (C-Cl). Спектр ЯМР 
1Н (CDCl3), δ, ppm (J, Hz): 1,90–1,83 м (2Н, CH2CH2CH2), 
2,25 с (6H, N(CH3)2), 2,41–2,36 м (2Н, CH2CH2CH2), 3,63–
3,60 м (2Н, CH2CH2CH2), 7,36 д (2Н, C2, C6, C6H4, J 8,46), 
7,64 д (2Н, C3, C5, C6H4), 8,22 с (1Н, CH=N). Спектр ЯМР 
13С (CDCl3), δ, ppm: 28,5 (CH2CH2CH2), 45,1 (N(CH3)2), 
57,2 (CH2CH2CH2), 59,3 (CH2CH2CH2), 128,8 (C2, C6, C6H4), 
130,8 (C3, C5, C6H4), 134,7 (C4, C6H4), 136,4 (C1, C6H4), 
159,7 (CH=N). 

(Е)-1-(4-хлорфенил)-N-(2-(пиперазин-1-ил)этил)мета-
нимин 3d. Выход 0,69 г, 69%, масло. ИК-спектр, ν, см-1: 
1671, 1535 (С=N), 1085, 842 (C-Cl). Спектр ЯМР 1Н (CDCl3), 
δ, ppm (J, Hz): 1,96 с (1Н, NH, C4H9N2), 2,53 с (2H, C2, C3, 
C5, C6, C4H9N2), 2,70–2,64 м (4Н, C2, C3, C5, C6, C4H9N2), 
2,92–2,89 м (4Н, C2, C3, C5, C6, C4H9N2), 3,77–3,63 м  
(2Н, CH2CH2), 7,38–7,27 м (4Н, C2, C6, C6H4), 7,66–7,61 м 
(4Н, C3, C5, C6H4), 8,25 c (1Н, CH=N). Спектр ЯМР 13С 
(CDCl3), δ, ppm: 45,9 (C3, C5, C4H9N2), 54,5 (C2, C6, C4H9N2), 
58,9 (CH2CH2), 59,3 (CH2CH2), 128,3 (C2, C6, C6H4), 128,8 
(C3, C5, C6H4), 134,6 (C4, C6H4), 136,5 (C1, C6H4), 160,5 
(CH=N). 

(E)-2-((((4-хлорбензилиден)амино)метил)амино)
этан-1-ол 3e. Выход 0,85 г, 85%, масло. ИК-спектр, 
ν, см-1: 1648, 1583 (С=N), 1032, 845, 820 (C-Cl), 3398 
(N-H), 3632, 3320 (O-H). Спектр ЯМР 1Н (CDCl3), δ, ppm 
(J, Hz): 2,94–2,71 м (4H, CH2CH2), 3,14 с (2Н, CH2CH2), 
3,76–3,63 м (4Н, NHCH2CH2OH), 7,29 д (2Н, C2, C6, C6H4, 
J 2,05), 7,63 д (2H, C3, C5, C6H4, J 1,71), 8,17 c (1Н, CH=N), 
8,28 c (2Н, NHCH2CH2OH). Спектр ЯМР 13С (CDCl3), δ, ppm: 
52,5 (CH2CH2), 52,8 (NHCH2CH2-OH), 60,8 (CH2CH2), 65,3 
(NHCH2CH2-OH), 128,92 (C2 и C6, C6H4), 129,2 (C3, C5, 
C6H4), 136,6 (C4, C6H4), 138,3 (C1, C6H4), 160,7 (CH=N). 

(E)-N,N-диметил-3-((пиридин-4-илметилен)амино)про-
пан-1-амин 3f. Выход 0,59 г, 80%, масло. ИК-спектр, ν, см-1: 
3073, 3040 (C=Npy), 1648, 1589 (С=N). Спектр ЯМР 1Н 
(CDCl3), δ, ppm (J, Hz): 1,56–1,49 м (2Н, CH2CH2CH2), 1,87 с 
(6Н, N(CH3)2), 2,02–1,98 м (2H, CH2CH2CH2), 3,34–3,31 м 
(2Н, CH2CH2CH2), 7,24 д (2Н, C3, C5, C6H4, J 4,62), 7,90 с 
(1Н, CH=N), 8,32 д (2Н, C2, C6, C6H4, J 4,58). Спектр ЯМР 
13С (CDCl3), δ, ppm: 28,2 (CH2CH2CH2), 45,0 (N(CH3)2), 56,9 
(CH2CH2CH2), 59,1 (CH2CH2CH2), 121,7 (C3, C5, C6H4), 142,7 
(C4, C6H4), 149,9 (C2, C6, C6H4), 158,7 (CH=N). 

(E)-N-(2-(пиперазин-1-ил)этил)-1-(пиридин-4-ил)мета-
нимин 3g. Выход 0,49 г, 66%, масло. ИК-спектр, ν, см-1: 
3060, 3023 (C=Npy), 1683, 1541 (С=N). Спектр ЯМР 1Н 
(CDCl3), δ, ppm (J, Hz): 1,88 с (1Н, NH, C4H9N2), 2,50–2,36 
м (2Н, CH=N-CH2CH2-N), 2,72–2,65 м (8Н, C2, C3, C5, C6, 
C4H9N2), 3,81–3,73 м (2Н, CH=N-CH2CH2-N), 7,56 д.д (4Н, 
C2, C3, C5, C6, C6H4, 2J 11,48, 3J 5,82), 8,67 д (2Н, CH=N, 
J 5,78). Спектр ЯМР 13С (CDCl3), δ, ppm: 46,0 (C3, C5, 
C4H9N2), 54,8 (C2, C6, C4H9N2), 58,5 (CH=N-CH2CH2-N), 
59,4 (CH=N-CH2CH2-N), 121,8 (C2, C6, C6H4), 142,8 (C4, 
C6H4), 150,3 (C3, C5, C6H4), 159,9 (CH=N). 

(E)-2-((2-((пиридин-4-илметилен)амино)этил)амино)
этан-1-ол 3h. Выход 0,56 г, 80%, масло. ИК-спектр, ν, см-1:  
3076, 3031 (C=Npy), 1649, 1587 (С=N), 3315 (N-H), 3625 
(O-H). Спектр ЯМР 1Н (CDCl3), δ, ppm (J, Hz): 2,66–2,53 м 
(2Н, NHCH2CH2-OH), 2,84–2,81 м (2Н, CH2CH2), 3,97–3,92 м 
(3Н, CH2CH2), 4,09 с (NHCH2CH2-OH), 7,28 д (2Н, C3, C5, 
C5H4, J 5,89), 8,15 с (1Н, CH=N), 8,40 д (2Н, C2, C6, C5H4, 
J 3,66). Спектр ЯМР 13С (CDCl3), δ, ppm: 49,3 (CH2CH2), 

52,8 (NHCH2CH2-OH), 59,6 (CH2CH2), 60,5 (NHCH2CH2-OH), 
121,7 (C3, C5, C6H4), 142,7 (C4, C6H4), 150,1 (C2, C6, C6H4), 
160,1 (CH=N).

(1E,1’E)-N,N’-(этан-1,2-диил)бис(1-(4-хлорфенил)мета-
нимин) 3i. Выход 0,46 г, 92%, белые блестящие кри-
сталлы. Т.пл. 149–150 °С. ИК-спектр, ν, см-1: 1647, 1594 
(С=N), 1082, 835, 818 (C-Cl). Спектр ЯМР 1Н (CDCl3), δ, 
ppm (J, Hz): 3,97 с (4Н, CH=N-CH2CH2-N=CH), 7,28 c (2H, 
C2, C6, C6H4), 7,38–7,35 м (2Н, C2, C6, C6H4), 7,65–7,62 м 
(4Н, C3, C5, C6H4), 8,24 с (2Н, CH=N). Спектр ЯМР 13С 
(CDCl3), δ, ppm: 61,4 (CH=N-CH2CH2-N=CH), 128,8 (C2, 
C6, C6H4), 129,2 (C3, C5, C6H4), 134,5 (C4, C6H4), 136,6 
(C1, C6H4), 161,3 (CH=N). 

 (1E,1’E)-N,N’-(этан-1,2-диил)бис(1-(пиридин-4-ил)мета-
нимин) 3j. Выход 0,34 г, 91%, светло-коричневый порошок. 
Т.пл. 128–130 °С. ИК-спектр, ν, см-1: 3076, 3040 (C=Npy), 
1649, 1599, 1558 (C=N). Спектр ЯМР 1Н (CDCl3), δ, ppm 
(J, Hz): 4,05 c (4Н, CH=N-CH2CH2-N=CH), 7,61–7,55 м 
(4Н, C3, C5, C5H4), 8,28 с (2Н, СН=N), 8,71–8,67 м (4H, 
C2, C6, C5H4). Спектр ЯМР 13С (125 MHz, CDCl3), δ, ppm: 
61,2 (CH=N-CH2CH2-N=CH), 121,8 (C3, C5, C6H4), 142,6 
(C4, C6H4), 150,4 (C2, C6, C6H4), 160,8 (CH=N). 

Восстановление оснований Шиффа (общая методика). 
К раствору имина 3a–j (10 ммоль) в 30 мл бензола 
добавляли заранее приготовленный раствор NaBH4 

(20 ммоль) в ледяной уксусной кислоте (60 ммоль) и 
10 мл бензола. Смесь перемешивали в течение 6 ч при 
комнатной температуре и оставляли на ночь. Далее к 
получившейся смеси приливали 50 мл раствора NaOH 
20%. Органический слой отделяли, сушили MgSO4. Рас-
творитель упаривали, твердый остаток перекристалли-
зовывали из этанола.

2-((4-хлоробензил)амино)этан-1-ол 4a. Выход 0,5 г, 
50%, масло. ИК-спектр, ν, см-1: 3622 (O-H), 3348 (N-H), 
1082, 832 (C-Cl). Спектр ЯМР 1Н (CDCl3), δ, ppm (J, Hz): 
2,07 c (2H, CH2NHCH2CH2OH), 2,76 с (2Н, CH2CH2OH), 
3,62 c (2Н, CH2NH), 3,86 c (2Н, CH2CH2OH), 7,27–7,21 м 
(2H, C3, C5, C6H4), 7,29 д (2Н, C2, C6, C6H4, J 8,25). Спектр 
ЯМР 13С (CDCl3), δ, ppm: 50,3 (CH2CH2OH), 57,7 (CH2NH), 
61,08 (CH2CH2OH), 129,8 (C3H, C5, C6H4), 131,0 (C2, C6, 
C6H4), 134,6 (C1, C6H4), 137,1 (C4, C6H4). 

2-((пиридин-4-илметил)амино)этан-1-ол 4b. Выход 0,5 г, 
33%, масло. ИК-спектр, ν, см-1: 3382 (N-H), 3321(O-H), 
3068, 3091 (C=Npy). Спектр ЯМР 1Н (CDCl3), δ, ppm (J, Hz): 
3,75–3,66 м (4H, CH2CH2OH), 3,88 c (2H, CH2NH), 5,95 c 
(2H, CH2NH), 7,34–7,28 м (2H, C3, C5, C5H4), 8,53 д.д (2H, 
C2, C6, C6H4, 2J 5,49, 3J 4,30). Спектр ЯМР 13С (CDCl3),  
δ, ppm: 50,4 (CH2CH2OH), 51,7 (CH2NH), 59,5 (CH2CH2OH), 
123,7 (C3, C5, C5H4), 148,4 (C4, C6H4), 149,5 (C2, C6, C6H4). 

N1-(4-хлорбензил)-N3,N3-диметилпропан-1,3-диамин 4c.  
Выход 1,2 г, 39%, масло. ИК-спектр, ν, см-1: 3443 (N-H), 
1110, 838 (C-Cl). Спектр ЯМР 1Н (CDCl3), δ, ppm (J, Hz): 
1,84 с (6Н, CH2NHCH2CH2CH2N(CH3)2), 1,98–1,93 м (4Н, 
CH2CH2CH2), 2,51–2,46 т (2Н, CH2CH2CH2, J 21,91), 2,87-
2,79 м (2H, CH2NH), 3,37 с (1H, CH2NH), 7,27–7,11 м 
(4Н, C2, C3, C5, C6, C6H4). Спектр ЯМР 13С (CDCl3), δ, ppm: 
22,0 (CH2CH2CH2), 42,7 (N(CH3)2), 44,4 (CH2CH2CH2), 50,4 
(CH2NH), 54,9 (CH2CH2CH2), 128,9 (C3, C5, C6H4), 131,1 
(C2, C6, C6H4), 132,6 (C1, C6H4), 137,4 (C4, C6H4). 

N-(4-хлорбензил)-3-(пиперазин-1-ил)пропан-1-амин 4d.  
Выход 2 г, 80%, масло. ИК-спектр, ν, см-1: 3329 (N-H), 1081, 
854 (C-Cl). Спектр ЯМР 1Н (400 MHz, CDCl3), δ, ppm (J, Hz): 
2,67–2,26 м (8Н, C2, C3, C5, C6, C4H9N2), 2,90 с (1Н, NН, 
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C4H9N2), 3,43–3,36 м (2Н, CH2NHCH2CH2N), 3,73–3,66 м 
(2H, CH2NHCH2CH2N), 4,50 с (2H, CH2NHCH2CH2N), 7,39–7,13 
м (4Н, C2, C3, C5, C6, C6H4), 8,68 с (1H, CH2NHCH2CH2N). 
Спектр ЯМР 13С (125 MHz, CDCl3), δ, ppm: 44,4 (C3, C5, 
C4H9N2), 50,6 (CH2NHCH2CH2N), 52,6 (C2, C6, C4H9N2), 52,9 
(CH2NHCH2CH2N), 53,3 (CH2NHCH2CH2N), 128,2 (C2, C6, 
C6H4), 130,4 (C3, C5, C6H4), 132,7 (C4, C6H4), 136,4 (C1, C6H5). 

2-((2-((4- хлорбензил)амино)этил)амино)этан-1-ол 4e. 
Выход 1 г, 44%, масло. ИК-спектр, ν, см-1: 3340 (N-H), 
3627, 3327 (O-H), 3412 (N-H), 1035, 831, 825 (C-Cl). 
Спектр ЯМР 1Н (CDCl3), δ, ppm (J, Hz): 2,86–2,73 м (6Н, 
CH2NHCH2CH2), 3,58–3,50 м (2Н, NHCH2CH2OH), 3,77–
3,61 м (2H, CH2NHCH2CH2), 4,39 с (3Н, CH2NHCH2CH2N-
HCH2CH2OH), 7,36–7,22 м (4Н, C2, C3, C5, C6, C6H4). Спектр 
ЯМР 13С (CDCl3), δ, ppm: 50,2 (CH2NHCH2CH2), 51,4 (CH2N-
HCH2CH2), 52,6 (CH2NHCH2CH2), 53,1 (CH2NHCH2CH2), 
61,2 (NHCH2CH2OH), 128,9 (C3, C5, C6H4), 130,2 (C2, C6, 
C6H4), 132,9 (C1, C6H4), 137,6 (C4, C6H4). 

N1,N1-диметил-N3-(пиридин-4-илметил)пропан-1,3-
диамин 4f. Выход 0,9 г, 47%, масло. ИК-спектр, ν, см-1: 
3431 (N-H), 3072, 3044 (C=Npy). Спектр ЯМР 1Н (CDCl3), 
δ, ppm (J, Hz): 1,47–1,42 м (2H, CH2CH2CH2), 1,67–1,58 м 
(6H, N(CH3)2), 1,83–1,78 м (2H, CH2CH2CH2), 2,11–2,06 м 
(2H, CH2CH2CH2), 3,21 д (2H, CH2NH, J 6,57), 4,07 с (1H, 
CH2NH), 6,77–6,71 м (2H, C3, C5, C6H4), 8,01–7,94  м 
(2H, C2, C6, C5H4). Спектр ЯМР 13С (CDCl3), δ, ppm: 27,1 
(CH2CH2CH2), 44,7 (N(CH3)2), 47,3 (CH2CH2CH2), 52,0 
(CH2NH), 57,2 (CH2CH2CH2), 122, 4 (C3, C5, C5H4), 148,0 
(C4, C5H4), 149,1 (C2, C6, C6H4).

2-(пиперазин-1-ил)-N-(пиридин-4-илметил)этан-1-амин 4g.  
Выход 1,5 г, 68%, масло. ИК-спектр, ν, см-1: 3411 (N-H), 
3061, 3041 (C=Npy). Спектр ЯМР 1Н (CDCl3), δ, ppm (J, Hz): 
2,04 с (2Н, CH2NHCH2CH2N), 2,34–2,19 м (4Н, C3, C5, 
C4H9N2), 2,50–2,47 м (2Н, CH2NHCH2CH2N), 2,67–2,65 м 
(2Н, C2, C4H9N2), 3,34–3,28 м (2Н, C6, C4H9N2), 3,62 c 
(2H, CH2NHCH2CH2N), 6,53 c (2H, CH2NHCH2CH2N, NH, 
C4H9N2), 7,14–7,07 м (2Н, C3, C5, C5H4), 8,40–8,32 м (2Н, 
C2, C6, C6H4). Спектр ЯМР 13С (CDCl3), δ, ppm: 45,9 (C3, 
C5, C4H9N2), 48,2 (CH2NHCH2CH2N), 52,4 (C2, C6, C4H9N2), 
53,0 (CH2NHCH2CH2N), 54,5 (CH2NHCH2CH2N), 122,7 (C2, 
C6, C5H4), 147,48 (C4, C5H4), 149,7 (C3, C5, C6H4). 

2-((2-((пиридин-4-илметил)амино)этил)амино)этан-1-ол 4h.  
Выход 0,8 г, 41%, масло. ИК-спектр, ν, см-1: 3629 (O-H), 
3397 (N-H), 3061, 3310 (N-H), 3078 (C=Npy). Спектр ЯМР 
1Н (CDCl3), δ, ppm (J, Hz): 2,58–2,46 м (4H, CH2CH2), 
2,71–2,63  м (2H, NHCH2CH2OH), 3,48–3,41 м (2H, 
CNHCH2CH2OH), 3,89 c (2H, CH2NH), 7,19 д (1H, J 5,79, 
C2, C5H4), 7,46 д (1H, J 5,94, C6, C5H4) 8,06 c (3H, CH2N-
HCH2CH2NHCH2CH2OH), 8,59 д.д (2H, C2, C6, C6H4, 2J 46,93, 
3J 5,94). Спектр ЯМР 13С (CDCl3), δ, ppm: 51,0 (CH2CH2), 
51,1 (CH2CH2), 54,6 (NHCH2CH2OH), 55,7 (CH2NH), 59,7 
(NHCH2CH2OH), 123,4 (C3, C5, C5H4), 148,3 (C4, C6H4), 
149,0 (C2, C6, C5H4).

N1,N2-бис(4-хлорфенил)этан-1,2-диамин 4i. Выход 1 г, 
32%, белый кристаллический порошок. Т.пл. 123–125 °С. 
ИК-спектр, ν, см-1: 1082, 835, 818 (C-Cl). Спектр ЯМР 1Н 
(CDCl3), δ, ppm (J, Hz): 1,60 с (2Н, CH2NHCH2CH2NHCH2), 
2,54–2,44 м (4Н, CH2NHCH2CH2NHCH2), 3,22–3,11 м (4Н, 
CH2NHCH2CH2NHCH2), 7,25 д.д (4H, C3, C5, C6H4, 2J 28,32, 3J 
8,34), 7,56 д.д (4H, C2, C6, C6H4, 2J 67,20, 3J 8,35). Спектр 
ЯМР 13С (CDCl3), δ, ppm: 50,6 (CH2NHCH2CH2NHCH2), 
56,1 (CH2NHCH2CH2NHCH2), 128,3 (C3, C5, C6H4), 129,7 
(C2, C6, C6H4), 132,6 (C1, C6H4), 137,4 (C4, C6H4). 

N1,N2-бис(пиридин-4-илметил)этан-1,2-диамин 4j. 
Выход 1 г, 42%, желтое масло. ИК-спектр, ν, см-1: 3263 
(N-H), 3076, 3038 (C-N). Спектр ЯМР 1Н (CDCl3), δ, ppm 
(J, Hz): 2,63 c (2H, CH2NHCH2CH2NHCH2), 2,70 c (4H, 
CH2NHCH2CH2NHCH2), 3,75 д (4H, CH2NHCH2CH2NHCH2, 
J 4,72), 7,21–7,12 м (4H, C3, C5, C5H4), 8,61–8,41 м (4H, 
C2, C6, C5H4). Спектр ЯМР 13С (CDCl3), δ, ppm: 48,3 (CH2N-
HCH2CH2NHCH2), 55,8 (CH2NHCH2CH2NHCH2), 123,3 (C3, 
C5, C5H4), 147,6 (C4, C5H4), 149,8 (C2, C6, C5H4). 

Методика определения антикоррозионной актив-
ности веществ в сероводородсодержащей среде. Для 
оценки способности веществ препятствовать коррозии 
применялся электрохимический метод исследования. 
Электрохимический анализ осуществлялся с использо-
ванием анализатора скорости коррозии «Моникор-2М» 
(УГНТУ, Россия). Устройство состоит из двух электродов, 
изготовленных из стали Ст3. Перед началом экспери-
ментов поверхность стальных электродов обрабаты-
валась шлифовальной бумагой с зернистостью 180, а 
затем 240, при этом шлифовка осуществлялась вдоль 
длины электродов. Очистка подготовленных образцов 
от жировых загрязнений проводилась ацетоном 
непосредственно перед началом испытания. После 
этого электроды подвергали активации посредством 
многоступенчатой промывки. Изучаемое вещество 
(0,25 мл) растворялось в 25 мл этилового спирта. 
Лабораторные цилиндрические ячейки наполнялись 
определенным количеством 3%го раствора хлорида 
натрия и насыщались азотом в течение 30 мин. После 
продувки в раствор добавляли рассчитанный объем 
сероводородной воды и 1,25 мл раствора исследуемого 
вещества в спирте. Затем электроды погружались в 
электрохимическую ячейку, предварительно запол-
ненную исследуемой средой, и измерялась скорость 
коррозии в течение 60 мин. Для обеспечения точности 
результатов проводились одновременные испытания 
в двух ячейках с идентичной средой, а затем вычис-
лялось среднее арифметическое значение скоростей 
коррозии.

Степень защиты от коррозии Z определяли по формуле

 

где n0 – скорость коррозии без ингибитора, мм/год; 
Т1 – скорость коррозии с ингибитором, мм/год. 

Коэффициент торможения I определяли по формуле 

 

где n0 – скорость коррозии без ингибитора, мм/год; 
Т1 – скорость коррозии с ингибитором, мм/год.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Известно, что для синтеза азометинов в качестве 

катализаторов используются пара-толуолсульфокислота 
[14] и ледяная уксусная кислота [15], которые способ-
ствуют протонированию атома кислорода карбонильной 
группы, что облегчает образование иминной связи, а 
также ацетат калия [16] как щелочной катализатор. 
При использовании «зеленого растворителя» – полипро-
пиленгликоля, применение катализатора не требуется 
[17]. Как правило, синтез протекает от 1 до 24 ч, выход 
целевого продукта составляет 90–98%. 
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В данной работе в качестве катализатора был выбран 
промышленно доступный КУ-2-8, позволяющий осу-
ществлять реакции в мягких условиях. 

Конденсацией альдегидов 1a,b с моно- и диаминами 
(2-аминоэтан-1-ол 2a, (N,N-диметил)пропилендиамин 2b, 
3-(пиперазин-1-ил)пропан-1-амин 2с, 2-((2-аминоэтил)
амино)этан-1-ол 2d, этилендиамин 2e) при кипячении 
в бензоле в присутствии КУ-2-8 в течение 25–45 мин 
были получены азометины 3a–j с выходами 48–92%. 
Конденсация альдегидов 1a,b с этилендиамином 2e 
привела к образованию бис-иминов 3i,j (рис. 1). 

Строение полученных соединений 3a–j подтверждено 
данными 1Н, 13С ИК- и ЯМР-спектроскопии. В ИК-спектрах 
полученных азометинов 3i–j наблюдаются характерные 
для иминов полосы поглощения валентных колебаний 
связей C=N при 1650–1570 см-1. В спектрах ЯМР 1Н 
протоны азометиновой группы (CH=N) резонируют в 
области 8,15–8,25 м.д., в спектрах ЯМР 13С атомы 
углерода иминной группы проявляются в области δс 
158–161 м.д.

Полученные основания Шиффа 3a–h были вос-
становлены до соответствующих вторичных аминов 
4a–h NaBH4 в присутствии ледяной уксусной кислоты с 
выходами 30–80%. Реакция протекала при комнатной 
температуре в бензоле за 6 ч (рис. 2). 

Восстановление бис-иминов в выбранных условиях 
протекало по обеим связям C=N, соответствующие 
диамины 4i,j были выделены с выходами 30–42%.

Строение полученных соединений 4a–h подтверждено 
данными 1Н, 13С ИК- и ЯМР-спектроскопии. В ИК-спектрах 
вторичных аминов 4a–h появляются сигналы погло-
щения в области 3300–3400 см-1, характерные для 
связи NH. В спектрах ЯМР 1Н появляются уширенные 
синглеты, характерные для связи NH, а в спектрах ЯМР 
13С присутствуют сигналы атомов углерода, связанные 
с аминогруппой CH2-NH, в области ~45–53 м.д. 

В рамках исследования нами была оценена спо-
собность полученных соединений 3a–h и 4a–i препят-
ствовать коррозии в модельной среде, насыщенной 
сероводородом и содержащей сильные активаторы 
коррозионного процесса. В растворе хлорида натрия 
данной концентрации (3%) наблюдается максимальная 
активность синтезированных соединений. 

Оценка защитных свойств исследованных соеди-
нений проводилась электрохимическим методом. В 
этом случае эффективность защиты оценивают коэффи-
циентом торможения, показывающим, во сколько раз 
ингибитор замедляет скорость коррозии, или степенью 
защиты, характеризующей полноту защиты [18]. В таблице 
представлены значения степени защиты исследуемых 
соединений.

Наилучшие результаты по защите от коррозии показало 
соединение 4e, обеспечившее 97% защиты (коэффи-
циент торможения 30,05). Азометины 3a–h продемон-
стрировали защитные свойства в диапазоне от 38 до 
68% (коэффициент торможения 1,61–3,09). При этом 

Рис. 1. Синтез снований Шиффа
Fig. 1. Schiff base synthesis

 Условия реакции: бензол, КУ-2-8, 25–40 мин
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Значения степени защиты и коэффициент торможения веществ 3a–h и 4a–i в сероводородсодержащей среде 

Values of the protection degree and braking coefficient of substances 3a–h and 4a–i in a hydrogen sulfide containing medium

Номер соединения Скорость коррозии, мм/год Степень защиты, % Коэффициент торможения pKa*

3a 0,206 60 2,5 14,710

3b 0,196 62 2,6 14,580

3d 0,317 38 1,6 3,777

3e 0,165 68 3,1 9,049

3f 0,179 65 2,8 9,981

3g 0,189 63 2,7 3,613

3h 0,182 64 2,8 8,885

4a 0,056 89 9,1 14,744

4c 0,123 76 4,1 9,570

4d 0,086 83 5,9 9,193

4e 0,017 97 30,0 14,777

4i 0,115 78 4,6 9,160

Без ингибитора 0,511 – – –
Примечание. * – данные взяты из базы данных CAS SciFinder.

Рис. 2. Восстановление иминов 3a–h
Fig. 2. Reduction of imines 3a–h

Рис. 3. Восстановление бис-иминов
Fig. 3. Reduction of bis-imines

 

 Условия реакции: бензол, СН3СООН, NaBH4, 18 ч, Т = 25 °С

Условия реакции: бензол, СН3СООН, NaBH4, 6 ч, Т = 25 °С
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вторичные амины 4a–i оказались более эффективными – 
их степень защиты варьировалась от 76 до 97%. Более 
низкие значения защитных свойств иминов связаны, 
по-видимому, с меньшей адсорбцией на поверхности 
металла. Полученные результаты хорошо коррелируют 
с данными, приведенными в библиографических источ-
никах, свидетельствующими о том, что эффективность 
ингибирования коррозии стали основаниями Шиффа 
снижается с повышением температуры и увеличением 
продолжительности контакта и соответствует механизму 
физической адсорбции [19] и что основные амины, 
имеющие высокое значение рКа, лучше подавляют 
коррозию [20]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Таким образом, в ходе проведенной работы пред-

ложен метод синтеза вторичных аминов, основанный 
на восстановлении азометинов боргидридом натрия 
в присутствии ледяной уксусной кислоты. 

Исследована способность полученных соединений 
3a–h и 4a–i препятствовать коррозии в модельной 
среде, насыщенной сероводородом. Установлено, что 
наибольшей антикоррозионной активностью обладают 
преимущественно вторичные амины. Определено, что 
соединение 2-((2-((4-хлорбензил)амино)этил)амино)
этан-1-ол проявляет антикоррозионные свойства в 
сероводородной среде и обеспечивает степень защиты, 
равную 97%.  
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Биотехнологический потенциал  
холодоактивных ферментов в промышленности:  

обзор последних достижений

Д.Д. Белова , Н.Ю. Шарова
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Санкт-Петербург, Российская Федерация

Аннотация. Психрофильные/психротрофные микроорганизмы широко распространены по всему миру и встре-
чаются в глубинах морей, озер и океанов, ледниках, полярных регионах, льдах Арктики, вершинах горных 
массивов, пещерах. Они способны выживать в холодном климате и экспрессируют адаптированные к холоду 
ферменты, наделенные уникальными каталитическими свойствами по сравнению с их мезофильными и термо-
фильными аналогами. Холодоактивные ферменты обладают более высокой каталитической активностью при 
низких температурах, термолабильностью и структурной гибкостью активных центров. Благодаря данным 
характеристикам эти ферменты становятся все более привлекательными для промышленного применения, 
поскольку они могут снизить энергетические затраты на проведение реакции, сократить количество побочных 
реакций и достаточно просто инактивируются. Кроме того, повышенная структурная гибкость может привести 
к широкой субстратной специфичности, что расширяет сферу их применения. Из-за относительной простоты 
крупномасштабного производства по сравнению с ферментами растительного и животного происхождения 
коммерческое использование микробных ферментов становится все более привлекательным. Рынок ферментов 
стремительно развивается. Холодоактивные ферменты могут использоваться в различных биотехнологических 
и промышленных процессах, включая молекулярную биологию, биотрансформацию, производство моющих 
средств, продуктов питания и напитков, текстильную промышленность, очистку сточных вод, производство 
биоцеллюлозы, биоремедиацию окружающей среды в холодном климате и др. Генетически модифицированные 
штаммы, продуцирующие определенные виды холодоактивных ферментов, представляют особый интерес для 
различных биотехнологических процессов. В данной статье представлен обзор нескольких последних работ в 
области получения холодоактивных ферментов микробного происхождения и их применения.

Ключевые слова: холодоактивные ферменты, психрофильные микроорганизмы, аргиназы, лактазы, ксиланазы, 
протеазы, липазы, амилазы
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Biotechnological potential of cold-active enzymes  
in industry: A review of recent progress

Daria D. Belova , Natalya Yu. Sharova 

All-Russian Research Institute of Food Additives – a branch of the Federal Scientific 
Center for Food Systems named after V.M. Gorbatov, Russian Academy of Science, 
Saint Petersburg, Russian Federation

Abstract. Psychrophilic and psychrotrophic microorganisms are widespread throughout the world and found in the 
depths of seas, lakes, and oceans, as well as in glaciers, polar regions, Arctic ice, caves, and on mountain peaks. 
Unlike their mesophilic and thermophilic counterparts, these microorganisms can survive in cold climates by expressing 
cold-adapted enzymes that have unique catalytic properties. Cold-active enzymes exhibit higher catalytic activity at 
low temperatures, structural flexibility of active sites, and thermolability. Due to the specified characteristics, these 
enzymes are becoming increasingly attractive for industrial use, as they can lower the energy costs of the reaction, 
decrease the number of side reactions, and are relatively easy to inactivate. In addition, increased structural flexibility 
can lead to broad substrate specificity, which expands their scope of application. Due to the relative simplicity of large-
scale production (as compared to that of plant and animal enzymes), microbial enzymes are becoming increasingly 
attractive for commercial use, which contributes to the rapid development of the enzyme market. Cold-active enzymes 
can be used in various biotechnological and industrial processes: molecular biology, biotransformation, detergent 
production, food and beverage production, the textile industry, wastewater treatment, biocellulose production, 
environmental bioremediation in cold climates, etc. Of particular interest for various biotechnological processes 
are genetically modified strains producing certain types of cold-active enzymes. This article provides a review of 
several recent studies on the production of cold-active microbial enzymes and their application.

Keywords: cold-active enzymes, psychrophilic microorganisms, arginases, lactases, xylanases, proteases, lipases, 
amylases
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ВВЕДЕНИЕ
Холодные среды представляют собой большую часть 

биосферы Земли и включают в себя глубоководные моря, 
океаны, озера, ледники, горные вершины, арктические 
и высокогорные почвы, пещеры и др. Микроорганизмы 
(бактерии, археи, простейшие, одноклеточные водо-
росли и грибы), населяющие эти среды обитания, в 
процессе своего существования выработали несколько 
физиологических и молекулярных механизмов, чтобы 
приспособиться для жизни в данных условиях. Среди 
микроорганизмов, способных к росту при низких тем-
пературах, выделяют психрофилов (холодолюбивые 
микроорганизмы, которые развиваются при темпе-
ратуре около 15 °C и ниже) и психротрофов (холо-
доустойчивые микроорганизмы, которые выживают 
при температурах ниже 0 °C, но оптимально растут 
при 20–25 °C) [1–3]. Все внутриклеточные компоненты 
психрофильных бактерий организованы таким образом, 
что могут функционировать при низких температурах, 
а белки-антифризы помогают избегать образования 
кристаллов льда. Длительный процесс адаптации микро-

организмов к новым условиям существования влечет 
за собой изменения в геноме, которые, в свою очередь, 
приводят к продуцированию ферментов, активных при 
низких температурах [4–6].

Холодоактивные ферменты обладают высокой ката-
литической активностью при температурах ниже 25 °C 
и часто более термолабильны по сравнению с их мезо-
фильными и термофильными аналогами. Эти свойства 
не только предотвращают реакции распада соединений 
при более высоких температурах, но и обеспечивают 
мягкий способ их селективной термической инактивации 
из-за низкой термической стабильности, что особенно 
важно для процессов с термолабильными субстратами 
или продуктами. Кроме того, способность холодоактивных 
ферментов катализировать реакции при низких темпе-
ратурах помогает снизить воздействие на окружающую 
среду и энергопотребление процесса по сравнению с 
ферментами, адаптированными к высоким темпера-
турам [1, 7–9]. Холодоактивные ферменты сохраняют 
свою каталитическую активность в органических рас-
творителях, поскольку имеют плотную гидратную обо-
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лочку. Также среди них встречаются солеустойчивые 
ферменты [10].

Способность психрофильных ферментов проявлять 
каталитическую активность при низких температурах 
обусловлена их структурной гибкостью. Третичная 
структура каждого белка характеризуется сочетанием 
элементов вторичной структуры (α-спиралей, β-тяжей), а 
также гибких участков полипептидной цепи, называемых 
петлями. Гибкие участки имеют решающее значение для 
распознавания макромолекулярных взаимодействий 
и изменения кинетики связывания и сродства [4, 11]. 
Также на структурную гибкость белка оказывают влияние 
особый аминокислотный состав (низкое содержание 
пролина, аргинина и повышенное содержание глицина), 
ослабление внутримолекулярных связей (водородных 
связей, ароматических, электростатических и солевых 
мостиков), уменьшение компактности гидрофобного 
ядра, увеличение количества гидрофобных боковых 
цепей, подверженных воздействию растворителя, более 
длинные и гидрофильные петли и снижение сродства 
к связыванию металлов [1, 10, 12]. У некоторых холо-
доактивных ферментов четвертичная структура обра-
зована меньшим количеством протомеров (т.е. более 
низким состоянием олигомеризации) по сравнению 
с мезофильными и термофильными аналогами [13]. 
Однако в других случаях было обнаружено, что более 
высокое состояние олигомеризации способствует гиб-
кости и активности при низких температурах [14–16]. 
Холодовая активность не подразумевает наличия всех 
этих механизмов, достаточно одного или нескольких из 
них, отобранных в процессе эволюции [10, 12].

Благодаря своим свойствам холодоактивные фер-
менты востребованы во многих отраслях пищевой, 
текстильной, фармацевтической и медицинской про-
мышленностей, находят применение при производстве 
моющих средств, в процессах биоремедиации, моле-
кулярной биологии и др. [1, 4, 7, 17]

На протяжении последних нескольких десятилетий 
предметом исследований научных сообществ являлись 
ферменты, проявляющие активность при низких тем-
пературах. Эти ферменты обладают значительным тех-
нологическим потенциалом и могут найти применение 
в различных биотехнологических процессах. Целью 
данного обзора является анализ недавних работ по 
выделению холодоактивных ферментов микробного 
происхождения и изучению областей их применения.

АРГИНАЗЫ
Аргиназы являются важными ферментами в регу-

ляции метаболизма аргинина, выработке оксида азота и 
опосредовании сигнальных путей, участвующих в цикле 
мочевины. Кроме того, регуляция и экспрессия L-ар-
гиназы связаны со многими патологическими заболе-
ваниями, включая заболевания сердечно-сосудистой, 
центральной нервной системы, почек, иммунной системы, 
а также рак. L-аргиназы (L-аргинин-амидиногидролаза, 
КФ 3.5.3.1) катализируют гидролиз L-аргинина до L-ор-
нитина и мочевины. Этот катализ необходим в цикле 
образования мочевины для удаления токсичного аммиака 
и пролиферации клеток во всех живых организмах [18–20].

В работе [21] описана холодоактивная аргиназа 
(GaArg), синтезируемая психрофильными дрожжами 
Glaciozyma antarctica PI12, выделенными на территории 

Антарктиды. GaArg является первой зарегистрированной 
аргиназой, которая активна при низких температурах, 
чему способствуют ее уникальные структурные харак-
теристики. Данный фермент катализирует гидролиз 
L-аргинина при 20 °C и pH 9,0, что на 10–15 °C ниже, 
чем у других известных мезофильных аргиназ. GaArg в 
2–3 раза выше по сродству к субстрату и каталитической 
эффективности, хотя и с аналогичным оптимумом pH и 
предпочтениями ионов металлов (кроме K+) по сравнению 
с другими известными аргиназами. Это первый зареги-
стрированный случай, когда K+ служит в качестве ионов 
металла для аргиназы. GaArg имеет общую трехмерную 
структурную модель, схожую с другими известными 
аргиназами, но состоит преимущественно из более 
мелких и незаряженных аминокислот, а также имеет 
меньшее количество внутримолекулярных взаимодей-
ствий, что может обеспечивать повышение его общей 
структурной гибкости и способствовать адаптации к 
низким температурам.

ЛАКТАЗЫ 
β-Галактозидаза (КФ 3.2.1.23), более известная как 

лактаза, представляет собой гликозидгидролазу, которая 
гидролизует β-гликозидные связи β-галактозидов с обра-
зованием молекул глюкозы и галактозы. Основное при-
менение β-галактозидазы в молочной промышленности 
заключается в гидролизе лактозы в молоке для полу-
чения безлактознозной продукции, предназначенной 
для питания людей с непереносимостью лактозы. Другое 
применение β-галактозидазы заключается в переносе 
лактозы и моносахаридов в ряд галактоолигосахаридов, 
которые являются функциональными галактозилиро-
ванными продуктами [22]. Адаптированная к холоду 
β-галактозидаза является важным пищевым ферментом, 
который гидролизует лактозу в молоке при низких темпе-
ратурах. Кроме того, отходы сырной промышленности, 
например сыворотка, преобразуются в более легко фер-
ментируемую глюкозу и галактозу адаптированной к 
холоду β-галактозидазой [23].

М. Манджагалли и М. Лотти [1] рассмотрели клас-
сификацию, структуру, молекулярные механизмы 
адаптации к холоду и биотехнологическое применение 
холодоактивных β-галактозидаз. Данные авторы также 
представили их практическое применение при произ-
водстве безлактозных молочных продуктов и синтез 
гликозильных компонентов из молочной сыворотки 
для пищевой, косметической и фармацевтической 
промышленности.

Большинство известных β-галактозидаз представляют 
собой рекомбинантные ферменты, полученные путем гете-
рологичной экспрессии, а не выделенные из природных 
источников. β-Галактозидаза (BgaPw) из психрофильной 
бактерии Paenibacillus wynnii, полученная рекомби-
нантным путем в Escherichia coli, представлена в работе 
[24]. Частично очищенный фермент имеет оптимум pH 
7,0, температурный максимум 40 °C, высокую ста-
бильность при 8 °C и период полураспада 77 дней. В 
сравнительном исследовании на молоке лактоза была 
полностью гидролизована β-галактозидазой (BgaPw) 
за 72 ч при температуре 8 °C, в то время как две другие 
известные β-галактозидазы были менее эффективны 
и гидролизовали только около 90% лактозы за тот же 
период времени.
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Авторы работы [25] изучали способность штаммов 
бактерий, выделенных из образцов почвы и донных 
отложений Антарктического полуострова, продуцировать 
холодоактивные β-галактозидазы. Скрининг выявил 81 
из 304 штаммов с активностью β-галактозидазы. Наи-
большую активность показал штамм Rahnella inusitata, 
который продуцировал β-галактозидазу, активную при 
низких температурах (4–15 °C). Данный фермент обладал 
более высокой эффективностью по сравнению с ком-
мерческим ферментом из Aspergillus oryzae.

Ген фосфо-β-галактозидазы (BsGal1332) был клони-
рован из Bacillus velezensis SW5 и успешно экспрес-
сирован в Escherichia coli BL21(DE3). На основании 
гомологии последовательностей BsGal1332 был отнесен к 
классу GH1 и продемонстрировал высокую гидролазную 
активность по отношению к лактозе с трансгликозили-
рующей активностью при низкой температуре [26].

Бактерия Alteromonas sp. ML52, выделенная из глу-
боководных морских вод, синтезирует внутриклеточную 
β-галактозидазу (Gal), адаптированную к холоду. Ген 
β-галактозидазы из штамма ML52 был клонирован и 
экспрессирован в Escherichia coli. Рекомбинантный 
фермент проявлял максимальную активность при 35 °C  
и pH 8,0. Анализ гидролиза лактозы, проведенный 
с использованием молока, показал, что более 90% 
лактозы в молоке было гидролизовано после инку-
бации в течение 5 ч при 25 °C или 24 ч при 4 и 10 °C. 
Данные характеристики предполагают, что Gal может 
быть полезна при производстве безлактозного молока 
в молочной промышленности [22].

КСИЛАНАЗЫ
Ксиланазы катализируют гидролиз ксилана – 

основного компонента гемицеллюлозы в клеточных 
стенках растений. В зависимости от происхождения 
структура ксилана может существенно различаться. 
Ксиланазы используются в различных промышленных и 
биотехнологических процессах, включая молекулярную 
биологию, медицину, производство продуктов питания, 
напитков, моющих средств, текстиля [27]. Ксиланазы 
обладают высоким потенциалом в целлюлозно-бумажной 
промышленности. Они взаимодействуют с ксиланом 
в древесине, разрушая связи лигнин – углевод, тем 
самым улучшая качество бумаги при использовании в 
процессах биопульпирования и биоотбеливания [23, 28].

β-1,3-Ксиланазы (КФ 3.2.1.32) – гидролитические 
ферменты, которые действуют на гидролиз β-1,3-ксилана. 
Они являются одними из важнейших гидролитических 
ферментов для получения олигосахаридов в качестве 
функциональных продуктов питания из морских водо-
рослей. Ч.-В. Цай и др. [29] идентифицировали β-1,3-кси-
ланазу (Xyl512) из глубоководной бактерии Flammeovirga 
pacifica WPAGA1 и охарактеризовали ее биохимические 
свойства. Психрофильные и галофильные свойства 
фермента соответствуют требованиям пищевой про-
мышленности к низкой температуре и высокой кон-
центрации соли.

Эндо-β-1,4-ксиланазы (КФ 3.2.1.8) способны гидро-
лизовать гликозидную связь арабиноксиланов пшеницы 
и изменять их физико-химические свойства, тем самым 
улучшая свойства рафинированного пшеничного хлеба 
за счет уменьшения размера молекул и водоудержи-
вающей способности некрахмальных полисахаридов, 

присутствующих в пшеничной муке. Кроме того, пре-
биотические ксилоолигосахариды, образующиеся при 
ферментативном гидролизе ксилана, также могут при-
нести потенциальную пользу для здоровья. В работе [30] 
идентифицирована ксиланаза семейства гликозид-ги-
дролаз 8 из миксобактерии Sorangium cellulosum. Полу-
ченная ксиланаза проявляла наибольшую активность 
при 50 °C, однако и при 4 °C частично сохраняла ее, 
также она показала широкую субстратную специфичность 
и стабильность pH. Добавление ксиланазы в низкой 
дозировке (0,05–0,20 мг/кг муки) улучшило удельный 
объем и текстуру хлеба, и эффект был лучше, чем у 
коммерческого мезофильного фермента.

С.М. Малик с соавторами [31] изучали способность 
грибов Penicillium canesence (BPF4), Truncatella angustata 
(BPF5) и Pseudogymnoascus roseus (BPF6) продуцировать 
внеклеточные ксиланазы при низкой температуре. 
Наибольшее количество ксиланазы продуцировал 
гриб T. angustata в процессе глубинной ферментации 
при 20 °C, рН 4,5 и 9,0.

ПРОТЕАЗЫ
Протеазы (протеиназы или пептидазы) представляют 

собой класс гидролаз (КФ 3.4.21), расщепляющих 
пептидные цепи в белках. Протеазы относятся к мно-
гофункциональным ферментам, на долю которых при-
ходится около 60% всего рынка ферментов, и широко 
используются в пищевой, фармацевтической, кожевенной, 
биотехнологической отраслях промышленности, при про-
изводстве моющих средств и переработке отходов [32].

Бактерии рода Bacillus способны продуцировать 
большое количество внеклеточных сериновых протеаз и 
являются основным источником почти всех сериновых 
щелочных протеаз, используемых в моющих средствах.

Психротрофная бактерия Bacillus pumilus BO1, выде-
ленная из почвы ледника в Гималаях, продуцирует холо-
доактивную сериновую щелочную протеазу Apr BO1. 
Очищенная протеаза показала максимальную удельную 
активность (37,02 ед/мг) при 20 °C с казеином в качестве 
субстрата и сохраняла активность в диапазоне темпе-
ратур 5–35 °C и pH 6,0–12,0 с оптимальной темпера-
турой 20 °C при pH 9,0. Также она была более устойчива 
к органическим растворителям, поверхностно-активным 
веществам, ионам металлов и восстановителям, чем 
большинство щелочных протеаз [33].

Авторами работы [34] из образцов почвы озера 
Вулар (Кашмир, Южная Азия) выделена психротрофная 
бактерия Bacillus subtilis WLCP1, продуцирующая холодо-
активную алкофильную протеазу. Оптимальное значение 
pH очищенной протеазы составило 10,0, также она была 
стабильна при pH 7,0–11,0. Оптимальная температура 
фермента составила 15 °C. Очищенная протеаза из 
Bacillus subtilis WLCP1 совместно с моющим средством 
улучшила удаление пятен при 15 °C, что делает ее пер-
спективной в качестве добавки к моющему средству 
для холодной стирки из-за ее способности работать в 
алкофильных диапазонах pH и низкой температуре.

Холодоактивная внеклеточная протеаза была 
выделена из морской бактерии Planococcus sp. M7 [35]. 
Фермент проявлял щелочную мезофильную активность 
при оптимальном значении рН 10,0 и температуре 35 °C. 
Также он сохранял свою активность при температуре 
от 5  °C до 35 °C и был устойчив к многократному 
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замораживанию и оттаиванию, но полностью инак-
тивировался при температуре 55 °C. Активность фер-
мента увеличивалась на 17,5% в присутствии Fe3+ и на 
6,3% – в присутствии Ca2+. Протеаза также показала 
хорошую стабильность и совместимость со стандартными 
моющими средствами, не содержащими ферментов, 
что указывает на возможность ее использования при 
разработке моющих средств.

В статье [36] сообщается о протеазе, синтезируемой 
психротрофным бактериальным штаммом Chryseobac-
terium polytrichastri ERMR1:04. Полученная протеаза 
была активна в широком диапазоне температур 5–65 °C 
(оптимум при 37 °C) и pH 6,0–10,0 (оптимум при pH 8,0), 
ингибировалась ЭДТА и 1,10-фенантролином, акти-
вировалась Ca2+, Mn2+, гексаном и сохраняла свою 
активность с поверхностно-активными веществами и 
моющими средствами. Гидролиз соевого белка протеазой 
ERMR1:04 позволял получить пептиды, обладающие 
антиоксидантными свойствами.

Авторы работы [37] идентифицировали протеазу 
(Pro21717), активную при низких температурах, из 
психрофильной бактерии Pseudoalteromonas arctica 
PAMC 21717 и определили кристаллическую структуру 
ее каталитического домена с разрешением 1,4 Å. Струк-
турные различия, обнаруженные в Pro21717-CD, включая 
длину петли активного центра и размер субстратного 
кармана, указывают на более широкий сайт связывания 
субстрата. Данные особенности могут способствовать 
уменьшению конформационных изменений, необхо-
димых для формирования промежуточного комплекса 
ацил – фермент, тем самым способствуя снижению 
оптимальной температуры и энергии активации ката-
лизируемой реакции.

В процессе скрининга бактериальных штаммов, выде-
ленных из почвы предгорья ледника в холмах Ларсеманн 
(Восточная Антарктида), на способность продуцировать 
ферменты, активные при низких температурах, был 
выбран штамм Psychrobacter sp. 94-6PB. С помощью 
сравнительного анализа геномов Psychrobacter была 
идентифицирована кодирующая последовательность 
внеклеточной сериновой протеазы, амплифициро-
ванная с помощью полимеразной цепной реакции в 
штамме 94-6PB и экспрессированная в Escherichia coli. 
Очищенный фермент (80 кДа) оказался щелочной 
протеазой, которая наиболее активна при темпера-
турах 20–30 °C и pH 7,0–9,0. Полученный фермент 
стабилен в присутствии обычных ингибиторов (β-мер-
каптоэтанола, дитиотреитола, мочевины, фенилметил-
сульфонилфторида и ЭДТА) и совместим с моющими 
средствами и поверхностно-активными веществами 
(Tween 20, Tween 80, перекись водорода и Triton X-100). 
Благодаря этим свойствам протеаза P94-6PB может 
быть полезна для получения новых видов стиральных 
порошков для холодной стирки, а также в других областях 
промышленности [38].

ЛИПАЗЫ
Липазы (КФ 3.1.1.3) являются широко распростра-

ненными ферментами, которые катализируют гидролиз 
длинноцепочечных триацилглицеринов до жирных кислот и 
глицерина [39]. Липазы являются эффективными биоката-
лизаторами в реакциях этерификации, переэтерификации, 
алкоголиза, ацидолиза, аминолиза, а также гидролизуют 

органические карбонаты, благодаря чему находят при-
менение в пищевой, нефтехимической, косметической, 
фармацевтической, текстильной отраслях промышленности, 
при производстве моющих средств, очистке сточных вод, 
дублении и производстве биодизеля [40, 41]. 

После успешного применения протеаз липазы также 
были включены в состав стиральных порошков. Во время 
стирки липазы адсорбируются на поверхности ткани, а 
затем гидролизуют масляные пятна, присутствующие 
на ней. Липазы, совместимые с моющими средствами, 
должны быть стабильны в щелочной среде, растворимы 
в воде, обладать низкой субстратной специфичностью, 
устойчивы к поверхностно-активным веществам и дей-
ствию протеаз, входящих в состав моющих средств. 
В работе С. Сахай, Д. Чухан [42] получены липазы из 
психротрофных грибковых изолятов Penicilium canesense 
BPF4 и Pseudogymnoascus roseus BPF6. Липазы BPF4 и 
BPF6 показали максимальную активность при pH 11,0 
и 9,0 соответственно и при 40 °C. Остаточная актив-
ность при 20 °C и 4 °C липазы BPF4 составила 35 
и 20%, а липазы BPF6 – 70 и 20% соответственно. Оба 
фермента оказались стабильны при 4, 20 и 40 °C в 
течение 2 ч, теряя не более 20% активности. Наличие 
ионов Ca2+ способствовало увеличению их каталити-
ческой активности почти в 3 раза, однако они инги-
бировались под действием NaClO3 и H2O2. После 1 ч 
инкубации в выбранных марках моющих средств (Tide, 
Ariel, Wheel и Surf Excel) обе липазы сохраняли 90% 
своей каталитической активности, что указывает на их 
потенциал для включения в состав моющих средств.

Низкомолекулярная (27 кДа) щелочная (pH 9,0) 
холодоактивная (20 °C) липаза из Acinetobacter 
radioresistens PR8 представлена в работе [43]. Осно-
вываясь на активирующей липазу роли ионов Mn2+ и Na+, 
оптимальной температуре, рН, отсутствии хромогенных 
субстратов и индикаторных красителей, был разработан 
новый метод зимографии для определения липазы.

В результате скрининга штаммов бактерий, выде-
ленных из образцов глубоководных отложений, иденти-
фицирован штамм Pseudomonas marinensis gcc21. В 
геноме штамма gcc21 выявлены два новых гена, коди-
рующих холодоактивные липазы (липаза 1 и липаза 2). 
Гены, кодирующие липазу 1 и липазу 2, были амплифи-
цированы с помощью полимеразной цепной реакции и 
вставлены в сайты рестрикции экспрессионной плазмиды 
pET-28a (+). Липаза 1 была клонирована в pET-28a (+) 
с помощью эндонуклеаз рестрикции EcoR I и Xho I, а 
липаза 2 была клонирована в pET-28a (+) с помощью 
эндонуклеаз рестрикции Hind III и Bam HI соответственно. 
Обе липазы проявляли наибольшую активность при 4 °C. 
Однако каталитическая активность липазы 2 была выше, 
чем у липазы 1, при различных тестируемых значениях 
pH и температуры. Кроме того, липаза 2 была более 
стабильной, чем липаза 1, при обработке различными 
ионами металлов, детергентами, потенциальными инги-
биторами и органическими растворителями [8]. 

Холодоактивная щелочная липаза, полученная с 
помощью бактериального изолята Pseudomonas sp. A6, 
выделенного из образцов морской воды Средиземного 
моря (Александрии, Египет), представлена в работе [44]. 
Очищенная липаза с молекулярной массой 65 кДа про-
являла максимальную активность 23,36 U/мл при pH 8,0, 
температуре 10 °C и среде следующего компонентного 

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour


470

Известия вузов. Прикладная химия и биотехнология  2025  Том 15  N 4
Proceedings of universities. Applied chemistry and biotechnology 2025  Vol. 15  No. 4

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour 

состава, г/л: пептон – 7,14; соевое масло –7,5% (об/об.);  
K2HPO4 – 0,4; MgSO4 – 0,1; глюкоза – 2.

В работе [45] представлена характеристика холодо-
активной липазы психротрофной бактерии Psychrobacter 
cryohalolentis K5T, обладающей высокой активностью при 
низких температурах и широкой субстратной специфич-
ностью. Эти свойства Lip1Pc представляют значительный 
интерес для биотехнологического применения. Фермент 
проявлял максимальную липолитическую активность 
при 25 °С и рН 8,0 с использованием p-нитрофенилдоде-
каноата в качестве субстрата. Повышение температуры 
выше 40 °С, добавление различных ионов металлов и 
органических растворителей подавляло ферментативную 
активность Lip1Pc. Большинство неионных детергентов, 
таких как Triton Х-100 и Тween-20, увеличивало актив-
ность липазы, в то время как додецилсульфат натрия 
полностью ингибировал ее.

Д.А. Русакова с соавторами [46] изучали эври-
термные и психротолерантные штаммы бактерий рода 
Pseudomonas. Исследуемые штаммы представляют 
научный и практический интерес благодаря проявлению 
ферментативной активности к нескольким субстратам 
одновременно при разных температурах (4 и 25 °С), 
а также способности продуцировать холодоактивную 
липазу, пектиназу и протеазу. Выделенные штаммы 
отличались высокой фосфат-солюбилизирующей актив-
ностью как при 4, так и при 25 °С.

АМИЛАЗЫ
Амилазы – это внеклеточные ферменты, которые 

гидролизуют крахмал до олигосахаридов и глюкозы. 
Например, α-амилазы (КФ 3.2.1.1) относятся к классу 
гидролаз, которые случайным образом расщепляют 
1,4-α-D-глюкозидные связи между соседними глю-
козными звеньями в линейной амилазной цепи 
крахмала. Амилазы являются одними из важнейших 
промышленных ферментов, используемых в пищевой, 
текстильной, бумажной и биотехнологической областях. 
Промышленные методы переработки крахмала требуют 
интенсивного потребления энергии, и поэтому необходимо 
разрабатывать более энергоэффективные процессы [47]. 
Использование амилазы для гидролиза крахмала при-
водит к снижению потребления энергии по сравнению 
с традиционными физико-химическими процессами. 
Коммерческий интерес к амилазам постоянно растет, 
так как продукты гидролиза крахмала используются для 
производства сиропа глюкозы, различных напитков, 
текстиля, биоэтанола и моющих средств [48–50]. 

Холодоактивные амилазы представляют интерес 
для целого ряда промышленных процессов, таких как 
производство моющих средств для холодной стирки, 

биоремедиация, осахаривание крахмала, производство 
биотоплива, для пищевой, текстильной, спиртовой, 
бумажной, фармацевтической промышленностей и 
молекулярной биологии. 

Холодоактивная α-амилаза из штамма Bacillus cereus 
RGUJS2023 описана в работе [51]. Выделенный фермент 
показал максимальную активность с 2%-м раствором 
крахмала при 28 °C и pH 6,5 после 30 мин инкубации 
и был стабилен при комнатной температуре (30 °C) 
в течение длительного периода времени. Активность 
фермента увеличивалась в присутствии ионов Mn2+, 
Mg2+ и Sn2+ и ингибировалась в присутствии Pb2+ и Cu2+.

Н. Арабачи и Б. Арикан в своей работе [52] представили 
холодоактивную щелочную α-амилазу, синтезируемую 
Bacillus subtilis N8 при 15 °C и pH 10,0 на агаровых 
пластинах, содержащих крахмал. Полученный фермент 
проявлял наибольшую активность при 25 °C и pH 8,0, 
также был высокостабилен в щелочной среде (pH 8,0–12,0) 
и сохранял 96% своей исходной активности при низких 
температурах (10–40 °C) в течение 24 ч. Активность 
амилазы увеличивалась в присутствии β-меркаптоэ-
танола (103%) и ингибировалась под действием ионов 
Ba2+, Ca2+, Na+, Zn2+, Mn2+, H2O2 и Triton Х-100. Фермент 
показал устойчивость к некоторым денатурирующим 
веществам, таким как SDS, ЭДТА и мочевина (52, 65 
и 42% соответственно). α-Амилаза N8 показала макси-
мальную остаточную активность 56% с 3% NaCl. Полу-
ченная холодоактивная α-амилаза перспективна для 
производства моющих средств, продуктов питания, в 
процессах биоремедиации и производстве пребиотиков.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящее время исследования холодоактивных 

ферментов не теряют актуальности. Психрофильные и 
психротрофные микроорганизмы привлекают внимание 
исследователей во всем мире из-за их уникальной мета-
болической способности продуцировать холодоактивные 
ферменты. Существуют научные предпосылки по соз-
данию индивидуальных и комплексных холодоактивных 
ферментных препаратов. Область применения данных 
ферментов включает пищевую, фармацевтическую, 
текстильную промышленности, производство моющих 
средств, молекулярную биологию и др. Это связано с 
их способностью катализировать реакции при низких 
температурах, что делает процесс гидролиза более эко-
номически выгодным и эффективным. Поиск и изучение 
новых холодоактивных ферментов открывает новые 
возможности проведения технологических процессов 
и может способствовать решению биотехнологических 
и экологических проблем.
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Abstract. Drugs and toxic compounds-induced liver and kidney injuries are mostly responsible for hepatic and 
renal dysfunction. Many treatments have recently been proposed for these injuries, like chemicals and traditional 
medicines. Thus, looking for new classes of natural and safe compounds is a global demand. The genus Salvia 
from the Lamiaceae family are well-studied and vastly used in traditional medicine. The plant contains a variety of 
secondary metabolites, like terpenoids, which have shown many pharmacological activities. Based on the various 
reported pharmacological effectiveness of Salvia officinalis L. (sage, I), the protective effects of some extracts and 
essential oil of this plant by the number of polar and nonpolar organic as well as aqueous solvents on the liver and 
kidney injury in acetaminophen-induced mice investigated in this research. The results showed that chloroformic 
and carbon tetrachloride extracts of Salvia officinalis had the best effects for protecting against kidney injury, 
while for liver, chloroformic, ethanolic, and hydroethanolic extracts also had such effects. It can be concluded that 
extraction of Salvia officinalis with polar and nonpolar organic and aqueous solvents could separate various bioactive 
components which appropriately and remarkably improve some serum markers following acetaminophen-induced 
liver and kidney damage in mice.
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Защитное действие некоторых биоактивных компонентов 
из экстрактов и эфирного масла шалфея лекарственного 

при остром поражении печени и почек у мышей,  
вызванном ацетаминофеном

С.А. Собханян* , А. Ахмади**, М. Рогани***,  
П. Хассанло**, Ш. Хамуши**
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Аннотация. Повреждения печени и почек, вызванные лекарственными препаратами и токсичными веществами, 
являются основной причиной печеночной и почечной дисфункции. В последнее время предложено множество 
способов лечения такого рода поражений – как с помощью химических препаратов, так и при помощи методов 
традиционной медицины. В связи с этим поиск новых классов природных и безопасных соединений для данных 
целей является настоятельной потребностью. Род Salvia семейства яснотковых (Lamiaceae) хорошо изучен 
и широко используется в традиционной медицине. Растение содержит множество вторичных метаболитов, 
таких как терпеноиды, которые обладают разнообразной фармакологической активностью. На основании 
многочисленных данных о фармакологической эффективности Salvia officinalis L. (шалфея лекарственного, I) 
в данном исследовании изучено защитное действие некоторых экстрактов и эфирного масла этого растения 
при поражении печени и почек у мышей, подвергшихся воздействию ацетаминофена. Результаты показали, 
что наилучшее защитное действие при поражении почек оказывают хлороформенный и четыреххлористоугле-
родный экстракты шалфея лекарственного, при поражении печени эффективны хлороформенный, спиртовой 
и водно-спиртовой экстракты шалфея лекарственного. Можно сделать вывод, что экстракция шалфея лекар-
ственного полярными и неполярными органическими и водными растворителями позволяет выделить различные 
биоактивные компоненты, которые значительно улучшают некоторые сывороточные маркеры повреждения 
печени и почек, вызванного ацетаминофеном у мышей.

Ключевые слова: повреждения печени и почек, ацетаминофен, традиционная медицина, Salvia officinalis 
(шалфей), полярные и неполярные экстракты
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INTRODUCTION
As vital metabolic organs, the liver and kidneys are 

vulnerable to oxidative stress, which seriously impacts 
overall health. In recent years, studies have illustrated 
that oxidative stress can cause liver damage and kidney 
fibrosis. Thus, it is crucial to look for safe and natural 
antioxidants to protect the normal function of tissues 
and organs like the liver and kidneys [1–3].

In general, toxic compounds cause damage to the liver 
and kidneys as the target organs. These organs actively 

detoxify and handle endogenous and exogenous chem-
icals [4, 5]. 

Today, there is much interest in traditional medicines 
and herbal-based treatments all over the world. Thus, 
numerous experimental and clinical studies are being 
practiced on medicinal plants and there is a requirement 
for updating and integrating the findings [6]. 

Salvia officinalis (Lamiaceae family, sage, I) is known as 
a medicinal and aromatic plant for its richness of natural 
active substances [7]. Because of its antioxidant [8] and 
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anti-inflammatory [9] properties, sage extracts exhibit lots 
of beneficial health effects like phytoestrogenic [10], neu-
roprotective [11], anti-microbial [12], and anticancer [13] 
activities. More importantly, the plant has been vastly 
used in the treatment of most gastrointestinal diseases 
such as diarrhea and dyspepsia [14].

In recent years, lots of studies have been practiced 
to document the traditional usages of S. officinalis and 
to find novel biological effects of the plant. This research 
has revealed a range of pharmacological activities such 
as anti-nociceptive, antimutagenic, anti-dementia, hypo-
glycemic, and hypolipidemic effects [6].

This plant is an inexhaustible reservoir of chemical 
compounds like terpenes, alkaloids, carbohydrates, and 
phenolic compounds [15].

It has protective effects against liver and kidney injuries 
caused by high-fat diets, which have been common among 
most people in recent years. Therefore, it seems that using 
medicinal plants with lipid-lowering effects to improve liver 
and kidney function is highly requested [16].

In this work, according to the mentioned pharmacological 
activities of this plant, the therapeutic effects of different 
polarities’ extracts and essential oil of S. officinalis with 
organic and aqueous solvents studied on liver and kidney 
damages caused by acetaminophen and the results were 
compared to the control and other groups in mice. 

MATERIAL AND METHODS
Ethanol, carbon tetrachloride, chloroform as well as 

other chemicals were obtained from Merck (Darmstadt, 
Germany) as well as Sigma-Aldrich chemical companies 
(USA).

Gas chromatographic analysis was conducted on 
an Agilent 7890N chromatograph paired with a mass-
spectrometer 5975C, MODE EI. A capillary column, HP-5MS 
(30 m × 0.25 mm i.d.; the film thickness 0.25 µm) was 
applied. Its column operating conditions were as follows: 
60 °C for 2 min and then 7 °C/min to 280 °C. The carrier 
gas was helium at the rate of 3 ml/min. Samples (1 µl)  
of diluted essential oils were manually injected. 

The parts of extracts were identified through their 
retention time, retention indices which are relevant to C6-C35 
n-alkanes computer matching with the Wiley / National 
Institute of Standards and Technology library, and also by 
comparing their mass spectra with the genuine samples 

or with available data in the literature. The proportion of 
composition of the identified compounds was evaluated 
from the gas chromatography peak area with no correction 
factor and calculated relatively.

Leaves of S. officinalis are obtained from the local market 
in Tehran and authenticated in the herbarium laboratory 
of the agriculture department of our university (Voucher 
Numbers: 5997). This part of the sage was protected from 
sunlight. Then air-dried in the shade, powdered well, then 
extracted by maceration with the mentioned solvents 
with various polarities (70% ethanol-water, 96% ethanol-
water, chloroform, carbon tetrachloride and aqueous) 
separately for 72 hours (100 g of the powdered plant 
macerated in 500 ml solvent). The mixtures were filtered 
and concentrated to the yield extracts applied for gas 
chromatography – mass spectrometry (GC – MS) analysis 
and protective effects investigation on acetaminophen-
induced liver and kidney damages in mice.

Male NMRI mice (n = 56) weighing 19 to 24 g (Pasteur’s 
Institute in Tehran, Iran) were kept in an air-conditioned 
animal houseroom at 22±2 °C and provided with a standard 
diet and tap water. The procedures were in compliance 
with National Institutes of Health guidelines for the care 
and use of research animals. 

Mice were divided into controls, acetaminophen, 
acetaminophen + chloroform, acetaminophen + carbon 
tetrachloride, acetaminophen + hydroalcoholic  70%, 
acetaminophen + hydroalcoholic 96% as well as 
acetaminophen + essential oil groups. These extracts 
(200 mg/kg) are dissolved in the cold physiologic saline and 
fed daily by gavage to mice one week before acetaminophen 
injection (300 mg/kg, i.p.) for liver and kidney toxicity.

Liver and kidney homogenates were prepared based 
on a published report [17]. 

The homogenate protein content was determined 
according to a published report1. Then, liver & kidney serum 
markers including alanine aminotransferase (ALT), aspartate 
aminotransferase (AST), glutathione (GSH), catalase (CAT), 
malondialdehyde (MDA), blood urea nitrogen (BUN), and 
creatinine were analyzed by standardized procedures using 
commercial kits (Pars Azmoon Company, Tehran, Iran, 
and Kia Zist, Hamedan, Iran), following the instrument 
manufacturer’s protocol.

All the data were illustrated as means ±SEM. Statistical 
analysis was conducted with the aid of Graph Pad Prism 

Quantitative analysis of some phytochemicals in hydroethanolic 96%, hydroethanolic 70%, chloroform, carbon tetrachloride 
extracts, and essential oil of Salvia officinalis identified by gas chromatography – mass spectrometry, %

Составы водно-спиртового 96%-го и 70%-го, хлороформенного, четыреххлористоуглеродного экстрактов и эфирного масла 
шалфея лекарственного, идентифицированные методом газовой хроматографии – масс-спектрометрии, %

Chemical family Hydroethanolic 96% Hydroethanolic 70% Chloroform Carbon tetrachloride Essential oil
Monoterpenes  
& sesquiterpens 26.71 20.85 42.93 40.73 66.78

Alcohols 14.54 – 14.11 20.67 5.94
Alkaloids 4.45 – 3.54 3.34 –
Vitamins 9.78 – 5.81 7.40 –
Phenols – 4.32 – – –
Imidazoles – 9.37 – – –
Others 44.52 65.46 33.61 27.86 27.28

1Becker J.M., Caldwell G.A., Zachgo E.A. Biotechnology: a laboratory course. San Diego: Academic Press, 1996. 283 p.
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Software version 8.0 and one-way analysis of variance 
(ANOVA), followed by a coupled Tukey post-hoc statistical 
test. The Kolmogorov-Smirnov test was used for verification 
of normal distribution. A statistical p-value under 0.05 
was considered significant.

RESULTS AND DISCUSSION 
The desired titled extracts and essential oil were made 

from the maceration of Salvia officinalis L (sage, I) in the 
stated organic and aqueous solvents. GC-MS results for 
each extract and essential oil were summarized in Table. 

As it was shown, in S. officinalis extracts, monoterpenes 
and sesquiterpens, alcohols, alkaloids, vitamins and 
phenols with many pharmacological activities [18–25] 
were more abundant compared with other compounds 
extracted by solvents. 

Mortality (death rate), morbidity (known as any 
abnormal condition or behavior), irritability (a condition 
of aggressiveness or raised response to handling), and 
other relevant abnormal states were witnessed in the 
experimental animals. However, the motor coordination 
index (measured by Rota-rod apparatus, Harvard, UK) 
did not indicate any significant differences among the 
treated animals. 

Figure 1 shows the results of serum BUN in different 
groups. As it can be seen, in the acetaminophen group, 
a clear and significant increase in BUN was obtained 
compared with the control group (p < 0.001). A similar 
significant rise in BUN was obtained in acetaminophen 
groups treated with 96% ethanol, carbon tetrachloride, 
chloroform extracts, and essential oil compared with the 
control group. On the other hand, a significant decrease in 
BUN was obtained in the acetaminophen groups treated 
with 70% ethanol (p < 0.01), 96% ethanol (p < 0.01), 
and chloroform (p < 0.05) extracts compared with the 
acetaminophen group. Also, the reduction of BUN in the two 
acetaminophen groups treated with carbon tetrachloride 
extract, or essential oil was not significant compared with 
the acetaminophen group.

Figure 2 shows the results of serum creatinine levels 
in various groups. As can be seen, in the acetaminophen 
group, a statistically significant increase in serum creatinine 
was obtained compared with the control group (p < 0.01). 
A similar significant rise in creatinine was obtained in the 
acetaminophen group treated with carbon tetrachloride 
extract compared with the control group (p < 0.05). On 
the other hand, a significant decrease in creatinine was 
obtained in the acetaminophen groups treated with 70% 
ethanol (p < 0.01), 96% ethanol (p < 0.05), and chloroform 
(p < 0.05) extracts compared with the acetaminophen 
group. Additionally, in the two acetaminophen groups treated 
with carbon tetrachloride extract and essential oil, the 
decrease in serum creatinine level was not significant 
compared with the acetaminophen group.

Figure 3 shows the results related to the tissue level 
of MDA as an index of lipid peroxidation in kidney tissue 
in different groups. As can be seen, in the acetamin-
ophen group, a strong and significant increase in MDA was 
observed compared with the control group (p < 0.001). A 
similar significant rise in MDA was obtained in acetamin-
ophen groups treated with essential oil or extracts to a 
lesser extent. Also, there was a significant fall in MDA 
in the acetaminophen groups treated with 70% ethanol 
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Fig. 1. Serum blood urea nitrogen level in various groups:  
* – p < 0.05, ** – p < 0.01, *** – p < 0.001  
(compared with the control group); # – p < 0.05,  
## – p < 0.01 (compared with the acetaminophen group)
Рис. 1. Уровень азота мочевины сыворотки крови  
в различных группах: * – p < 0,05, ** – p < 0,01,  
*** – p < 0,001 (по сравнению с контрольной группой); 
# – p < 0,05, ## – p < 0,01 (по сравнению с группой, 
принимавшей ацетаминофен)
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Fig. 2. Serum creatinine level in various groups:  
* – p < 0.05, ** – p < 0.01, *** – p < 0.001  
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Рис. 2. Уровень креатинина сыворотки крови в различных 
группах: * – p < 0,05, ** – p < 0,01, *** – p < 0,001  
(по сравнению с контрольной группой); # – p < 0,05, 
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(p < 0.01), 96% ethanol (p < 0.01), chloroform (p < 0.05), 
and essential oil (p < 0.05) extracts compared with the 
acetaminophen group.

Figure 4 shows the results of GSH in various groups. 
By measuring the renal level of GSH in different groups, 
it was found that this parameter shows a significant fall 
in the acetaminophen group compared with the control 
group (p < 0.01). A similar significant decrease of GSH 
was obtained in two acetaminophen groups treated with 
carbon tetrachloride (p < 0.05) and chloroform (p < 0.01) 
extracts compared with the control group. Such a significant 
reduction was not obtained in other treated acetaminophen 
groups. Also, a significant fall in the renal level of GSH 
was observed only in the acetaminophen group treated 
with 70% ethanol extract (p < 0.05).

Figure 5 shows the results related to the kidney level 
of CAT enzyme in different groups. By measuring the 
level of CAT enzyme activity in the kidney, it was found 
that in the acetaminophen group, there was a significant 
decrease in this parameter compared with the control group 
(p < 0.01). This significant decrease in CAT enzyme activity 
was obtained in two acetaminophen groups treated with 
carbon tetrachloride extract, or essential oil compared 
to the control group (p < 0.01). Such a significant fall in 
CAT enzyme activity was not observed in other groups 
compared with the control. Also, a significant increase 
in the renal activity of CAT enzyme was observed in the 
acetaminophen groups treated with 70% ethanol (p < 0.05), 
96% ethanol (p < 0.05), and chloroform (p < 0.05) extracts 
compared with the acetaminophen group. Such a statistically 
significant rise was not observed in the activity of CAT 
enzyme in other treated groups.
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Fig. 5. Renal catalase enzyme activity in various groups:  
* – p < 0.05, ** – p < 0.01, *** – p < 0.001  
(compared with the control group); # – p < 0.05,  
## – p < 0.01 (compared with the acetaminophen group)

Рис. 5. Активность почечной каталазы в различных 
группах: * – p < 0,05, ** – p < 0,01, *** – p < 0,001  
(по сравнению с контрольной группой); # – p < 0,05, 
## – p < 0,01 (по сравнению с группой, принимавшей 
ацетаминофен)
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Fig. 3. Renal malondialdehyde levels in various groups:  
* – p < 0.05, ** – p < 0.01, *** – p < 0.001  
(compared with the control group); # – p < 0.05,  
## – p < 0.01 (compared with the acetaminophen group)
Рис. 3. Уровень малонового диальдегида в почках  
в различных группах: * – p < 0,05, ** – p < 0,01,  
*** – p < 0,001 (по сравнению с контрольной группой); 
# – p < 0,05, ## – p < 0,01 (по сравнению с группой, 
принимавшей ацетаминофен)
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Fig. 4. Renal glutathione levels in different groups:  
* – p < 0.05, ** – p < 0.01, *** – p < 0.001  
(compared with the control group); # – p < 0.05,  
## – p < 0.01 (compared with the acetaminophen group)
Рис. 4. Уровень глутатиона в почках в различных 
группах: * – p < 0,05, ** – p < 0,01, *** – p < 0,001 
(по сравнению с контрольной группой); # – p < 0,05, 
## – p < 0,01 (по сравнению с группой, принимавшей 
ацетаминофен)
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Figure 6 shows the results of ALT enzyme activity in serum 
in different groups. As can be seen, in the acetaminophen 
group, there was a strong and significant rise (p < 0.001) 
compared with the control group. The same increase was 
obtained to a lesser extent in the acetaminophen groups 
treated with 70% ethanol, 96% ethanol, carbon tetrachloride, 
chloroform extracts, and essential oil compared with the 
control group. Also, in the three acetaminophen groups 
treated with 70% ethanol (p < 0.01), 96% ethanol (p < 0.05), 
and chloroform (p < 0.05) extracts, a significant fall in ALT 
activity was obtained compared with the acetaminophen 
group. Although the same reduction was present in the groups 
treated with carbon tetrachloride extract and essential oil, 
this reduction was not statistically significant compared 
with the acetaminophen group.
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Fig. 6. Serum alanine aminotransferase activity in various 
groups: * – p < 0.05, ** – p < 0.01, *** – p < 0.001 
(compared with the control group); # – p < 0.05,  
## – p < 0.01 (compared with the acetaminophen group)

Рис. 6. Активность сывороточной аланинаминотранс-
феразы в различных группах: * – p < 0,05,  
** – p < 0,01, *** – p < 0,001 (по сравнению  
с контрольной группой); # – p < 0,05, ## – p < 0,01  
(по сравнению с группой, принимавшей ацетаминофен)

Figure 7 shows the results of AST activity in serum in 
different groups. As it can be seen, in the acetaminophen 
group, a significant increase in the activity of the enzyme 
was obtained compared with the control group (p < 0.001). 
The same significant rise was obtained to a lesser extent 
in the acetaminophen groups treated with 70% ethanol, 
96% ethanol, carbon tetrachloride, chloroform extracts, 
and essential oil compared with the control group. On 
the other hand, in the acetaminophen groups treated 
with 70% ethanol (p < 0.01), 96% ethanol (p < 0.01), 
carbon tetrachloride (p < 0.05), and chloroform (p < 0.01) 
extracts, there was a significant fall in the activity of this 
enzyme compared with the acetaminophen group. Also, 
in the acetaminophen group treated with essential oil, 
although a fall in enzyme activity was observed compared 
with the acetaminophen group, this decrease was not 
statistically significant. 
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Fig. 7. Serum aspartate aminotransferase activity in various 
groups: * – p < 0.05, ** – p < 0.01, *** – p < 0.001 
(compared with the control group); # – p < 0.05,  
## – p < 0.01 (compared with the acetaminophen group)

Рис. 7. Активность сывороточной 
аспартатаминотрансферазы в различных группах:  
* – p < 0,05, ** – p < 0,01, *** – p < 0,001  
(по сравнению с контрольной группой); # – p < 0,05, 
## – p < 0,01 (по сравнению с группой, принимавшей 
ацетаминофен)
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Fig. 8. Liver malondialdehyde levels in various groups:  
* – p < 0.05, ** – p < 0.01, *** – p < 0.001  
(compared with the control group); # – p < 0.05,  
## – p < 0.01 (compared with the acetaminophen group)

Рис. 8. Уровень малонового диальдегида в печени  
в различных группах: * – p < 0,05, ** – p < 0,01,  
*** – p < 0,001 (по сравнению с контрольной группой); 
# – p < 0,05, ## – p < 0,01 (по сравнению с группой, 
принимавшей ацетаминофен)
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Figure 8 shows the level of MDA in liver tissue as an 
index of lipid peroxidation and oxidative stress in different 
groups. As it is shown in the acetaminophen group, there 
is a strong and significant rise in MDA compared with 
the control group (p < 0.001). This significant increase 
was observed in the acetaminophen groups treated 
with 70% ethanol, 96% ethanol, carbon tetrachloride, 
chloroform, and essential oil extracts compared with the 
control group. Also, in the acetaminophen groups treated 
with 70% ethanol (p < 0.01), 96% ethanol (p < 0.01), and 
chloroform (p < 0.01) extracts, a statistically significant 
fall in MDA was obtained compared with the acetamin-
ophen group. In addition, the reduction of MDA in two 
acetaminophen groups treated with carbon tetrachloride 
extract (p < 0.05) as well as essential oil (p < 0.05) was 
not significant. 
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Fig. 9. Liver glutathione levels in various groups:  
* – p < 0.05, ** – p < 0.01, *** – p < 0.001  
(compared with the control group); # – p < 0.05,  
## – p < 0.01 (compared with the acetaminophen group)

Рис. 9. Уровень глутатиона в печени в различных 
группах: * – p < 0,05, ** – p < 0,01, *** – p < 0,001 
(по сравнению с контрольной группой); # – p < 0,05, 
## – p < 0,01 (по сравнению с группой, принимавшей 
ацетаминофен)

Figure 9 shows the results of the amount of GSH in liver 
tissue homogenate in different groups. As can be seen, in 
the acetaminophen group, a strong and significant fall of 
this parameter was obtained compared with the control 
group (p < 0.001). Also, such a significant decrease was 
observed in acetaminophen groups treated with 96% ethanol 
(p < 0.01), carbon tetrachloride (p < 0.01), chloroform 
(p < 0.01) extracts, and essential oil (p < 0.01) as compared 
with the control group. On the other hand, a significant 
increase in the liver level of GSH was obtained only in the 
acetaminophen group treated with 70% ethanol extract 
compared with the acetaminophen group (p < 0.05), and 
such a significant rise was not obtained in other treated 
acetaminophen groups. 

Figure 10 shows the results of CAT enzyme activity in 
liver tissue homogenate in different groups. As can be seen, 

in the acetaminophen group, a significant decrease in the 
activity of the enzyme was obtained compared with the 
control group (p < 0.01). The same significant decrease in 
CAT enzyme activity was observed in acetaminophen groups 
treated with carbon tetrachloride (p < 0.01), chloroform 
(p < 0.05) extracts, and essential oil (p < 0.01) compared 
with the control group. On the other hand, a significant 
increase in CAT enzyme activity was obtained only in the 
two acetaminophen groups treated with 70% (p < 0.05) 
and 96% ethanol extracts (p  <  0.05) compared with 
the acetaminophen group, and this increase in enzyme 
activity in other treated acetaminophen groups was not 
statistically significant. 
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Fig. 10. Catalase enzyme activity in liver tissue homogenate 
in various groups: * – p < 0.05, ** – p < 0.01,  
*** – p < 0.001 (compared with the control group);  
# – p < 0.05, ## – p < 0.01 (compared with the 
acetaminophen group)

Рис. 10. Активность каталазы в печени в различных 
группах: * – p < 0,05, ** – p < 0,01, *** – p < 0,001 
(по сравнению с контрольной группой); # – p < 0,05, 
## – p < 0,01 (по сравнению с группой, принимавшей 
ацетаминофен)

Kidney is the most vital part of the body which 
malfunctions and leads to serious illness and even 
death. Two main and important functions of the kidney 
include the elimination of toxins and waste materials, as 
well as the control of water levels, mineral and chemical 
substances in the body, and electrolytes such as sodium 
and potassium [26].

The level of kidney function is determined by measuring 
blood urea and creatinine because these two substances 
are naturally excreted from the kidneys. Therefore, an 
increase in blood urea and creatinine indicates a decrease 
in kidney function, which can be very harmful. In acute 
kidney injury, early diagnosis is essential for successful 
treatment [27].

Old biomarkers for diagnosing kidney damage are non-
specific and can be detected only after at least 24 hours 
after the onset of kidney damage. Therefore, the need for 
new biomarkers that are non-invasive, quick and easy, 
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and have high sensitivity and diagnostic specificity is very 
much felt [28].

According to the outcomes of GC-MS data (see Table), 
different extracts and essential oil of sage are rich in 
monoterpene compounds, which have been mentioned in 
several articles for their antioxidant and oxidative stress-
reducing properties [29]. By comparing the results for 
different extracts, it was found that carbon tetrachloride 
and chloroform solvents showed better performance in 
extracting monoterpene compounds compared with 70 
and 96% of ethanol solvents. Also, sage essential oil has 
the highest extraction rate of these compounds compared 
with other solvents.

Also, the results of pharmacology tests showed that 
carbon tetrachloride and chloroform extracts performed 
better than hydroalcoholic extract and essential oil for the 
treatment of kidney damage caused by acetaminophen 
in laboratory mice.

The liver is also known as another important organ 
due to its vital role in the body. The use of medicinal 
plants in the treatment of liver diseases is of particular 
importance [30]. Liver damage caused by drugs is one 
of the main causes of death in the world and is a serious 
concern. Acetaminophen is known as a widely used drug 
that is safe in therapeutic doses, but in high doses, it 
causes disruption of mitochondrial function and causes 
liver necrosis [1].

The toxic metabolite N-acetyl-P-benzoquinine imine, 
which is created through cytochrome P450, reduces GSH 
reserves in the liver, and the secondary toxic metabolite 
binds to protein and causes liver necrosis and can lead to 
oxidative stress and mitochondrial damage. To evaluate liver 
damage, blood tests and measurement of liver biomarkers 
are the priority for identifying and monitoring liver damage. 
ALT and AST enzyme activities are analyzed as indicators 

of liver cell damage and ALP enzyme activity is analyzed 
to evaluate cholestatic damage [31, 32]. Therefore, in the 
current study, important biomarkers in the evaluation of 
liver damage were analyzed. 

In the present study, liver enzymes in the blood of 
laboratory mice increased after receiving a toxic dose of 
acetaminophen. Also, the level of MDA, which is an index 
of lipid peroxidation and indicates oxidative stress in the 
body, increased with acetaminophen poisoning in the 
blood. The amount of CAT enzyme is also one of the first 
and most important antioxidant enzymes that plays a role 
in the direct reduction of active oxygen metabolites and 
indicates liver disease. An increase in nitrogen and reactive 
oxygen species is caused by excessive consumption of 
acetaminophen and causes oxidative activity and, as a 
result, cell necrosis in the liver tissue [33].

With the administration of sage leaves extracts, liver 
markers have decreased. The results of pharmacology 
tests illustrated that extracts of 70% ethanol, 96% ethanol, 
chloroform, and essential oil had the greatest protective 
effects in the model of acute liver damage induced by 
acetaminophen in laboratory mice because it is rich in 
biological compounds which have therapeutic activities 
in liver diseases. 

CONCLUSIONS
Since the solvent plays an important role in the extraction 

and separation of active medicinal substances in plants, in 
this research, the extraction procedure was performed by 
different solvents in terms of polarity. It can be concluded 
that chloroformic and carbon tetrachloride extracts of 
S. officinalis had the best effects for protecting against 
kidney injury, while for liver injury, chloroformic, ethanolic, 
and hydroethanolic extracts had the best. Although the 
underlying mechanism remains unclear.
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Аннотация. Бетулин представляет собой природное пентациклическое тритерпеноидное соединение, обладающее 
широким спектром биологической активности.  Промышленное использование бетулина в качестве фарма-
цевтической субстанции требует решения нескольких ключевых задач – интенсификации процесса извле-
чения из растительного сырья и увеличения его биодоступности. Целью данной работы являлось исследование 
влияния предварительной ультразвуковой обработки измельченной бересты на эффективность последующей 
экстракции и характеристики целевого продукта. Результаты эксперимента показывают, что оптимизация 
мощности ультразвукового воздействия в диапазоне 250–300 Вт приводит к повышению выхода экстрак-
тивных вещества до 37,0%, а после проведения этапа очистки от примесей выход кристаллического целевого 
продукта (бетулина) увеличивается на 14,9% по сравнению с контрольным образцом (без ультразвуковой 
обработки фитомассы), что в относительных величинах составляет превышение на 43%. Комплексный анализ 
чистоты полученного соединения (тонкослойная хроматография, инфракрасная спектроскопия, температура 
плавления 257–259 °C) подтвердил высокую эффективность предложенной методики очистки от сопутствующих 
примесей и сохранение структурной целостности целевого вещества. Таким образом, применение технологии 
жидкостной экстракции с ультразвуковой гомогенизацией фитомассы бересты позволяет увеличить выход 
целевого продукта с высокой степенью чистоты, а также сократить расход сырья и экстрагента. Указанные 
преимущества вносят существенный вклад в ресурсосбережение и обосновывают высокую технологическую 
и экономическую целесообразность масштабирования данного процесса.
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on betulin yield in extraction from Betula

Huawei Xu, Julia G. Bazarnova, Alexey A. Balabaev

Peter the Great St. Petersburg Polytechnic University, St. Petersburg, Russian Federation 

Abstract. Betulin is a natural pentacyclic triterpenoid compound exhibiting a wide range of biological activity. 
The industrial use of betulin as a pharmaceutical substance requires addressing several key issues, including 
intensification of extraction from plant raw materials and improvement of its bioavailability. The present study 
was aimed at examining the effect of preliminary ultrasonic treatment of crushed birch bark on the efficiency 
of subsequent extraction and the characteristics of the target product. The conducted experiment shows that 
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power optimization of ultrasonic treatment within the range of 250–300 W increases the yield of extractive 
substances to 37.0%; after the purification stage, the yield of the crystalline product (betulin) increases by 14.9% 
compared to the control sample (without ultrasonic treatment of phytomass), which in relative terms amounts 
to an excess of 43%. A comprehensive purity analysis of the obtained compound (thin-layer chromatography; 
infrared spectroscopy; melting temperatures of 257–259 °С) confirmed the high efficiency of the proposed purifi-
cation method for removing related impurities and preserving the structural integrity of the target substance. 
Thus, the use of solvent extraction combined with the ultrasonic homogenization of birch bark phytomass 
increases the yield of the target high-purity product, as well as reducing the consumption of raw materials and 
extraction solvents. These advantages contribute significantly to efficient use of resources, which suggests that 
it is technologically and economically feasible to scale up this process.

Keywords: betulin, birch bark phytomass, ultrasonic homogenization, solvent extraction, recrystallization

For citation: Xu H., Bazarnova Ju.G., Balabaev A.A. Effect of ultrasonic treatment of birch bark on betulin yield  
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ВВЕДЕНИЕ
Бетулин (С30Р50О2) принадлежит к классу пентацикли-

ческих тритерпеноидных соединений, его получают из 
наружного слоя коры (бересты) растений вида Betula, в 
которой содержание данного вещества может достигать 
20–30% (рис. 1).

 

Рис. 1. Структура бетулина 

Fig. 1. Structure of betulin

Изопропиловая группа при С-19 углеродном атоме 
молекулы бетулина является ключевой для проявления 
молекулой биологической активности, эффективность 
которой может быть оптимизирована путем химической 
модификации.

In silico прогноз спектра биологической актив-
ности бетулина и бетулиновой кислоты подтвердил 
высокую вероятность противоопухолевой актив-
ности (Pa > 70%) [1]. Проявление противоопухолевой 
активности бетулина определяется заместителями 
главным образом при С-3 и С-28 углеродных атомах 
лупанового скелета [2]. Результаты исследований, опи-
санные в работе [3], подтвердили, что бетулин обладает 
широким спектром биологической активности, в том 
числе вызывает остановку цикла роста опухолевых 
клеток (фаза G1/S) и ингибирует пути синтеза белка, 
воздействуя на циклинзависимые киназы, способ-
ствует апоптозу и снижает окислительное повреждение 
и хроническое воспаление за счет ингибирования 
свободных радикалов. Производные бетулина, такие 
как бетулинимид, усиливают антиоксидантную актив-
ность молекулы за счет удлинения алкильной цепи, 
а их ингибирующая селективность по отношению к 

клеткам рака молочной железы MCF-7 по сравнению 
с бетулином увеличивается в два раза [4].

При регуляции метаболических заболеваний 
бетулин ингибирует путь SREBP (англ.: sterol regulatory 
element-binding protein – фактор транскрипции, регули-
рующий процессы физиологического и патологического 
липидного метаболизма), снижает экспрессию генов 
синтеза холестерина и тем самым уменьшает инсули-
норезистентность, индуцированную высокожировой 
диетой [5]. В модели диабета у крыс, индуцированной 
стрептозотоцином, бетулин дозозависимым образом 
(например, 50 мг/кг) способствует регенерации β-клеток 
поджелудочной железы и повышает секреторную спо-
собность инсулина, усиливая функцию поджелудочной 
железы, одновременно ингибируя фосфорилирование 
транскрипционного фактора NF-κB, активируя путь 
HO-1/Nrf-2 и значительно улучшая клеточный антиок-
сидантный потенциал [6]. Авторы работы [7] сообщают, 
что бетулин и бетулиновая кислота могут действовать 
как агонисты ядерного рецептора PPAR-γ, увеличивать 
стимулированное инсулином поглощение глюкозы и 
усиливать фосфорилирование 5’АМФ-активируемой 
протеинкиназы в адипоцитах 3T3-L1.

С точки зрения противовоспалительного и антибак-
териального действия бетулином можно эффективно 
лечить артрит, острое повреждение печени и мастит, 
так как он ингибирует митохондриальную продукцию 
активных форм кислорода, вызванную липополисаха-
ридом, активацию инфламмасомы NLRP3 и секрецию 
IL-1β, блокирует ядерную транслокацию NF-κB и облегчает 
нейровоспаление [8]. Авторы работ [9, 10] сообщают, 
что бетулиновая кислота ингибирует высвобождение 
опосредованных NF-κB провоспалительных факторов 
(TNF-α, IL-6) путем снижения регуляции LncRNA MFI2-AS1, 
облегчая воспалительное повреждение хондроцитов. 

Минимальная ингибирующая концентрация бетулина 
для подавления роста Staphylococcus aureus и Escherichia 
coli составляет 0,5 мг/мл, а механизм ингибирования 
включает разрушение целостности клеточных мембран 
бактерий [11]. 

Ученые из Китайской академии сельскохозяйственных 
наук обнаружили, что модуль PdaWRKY4-PdaCYP716A1 
Prúnus pérsica может специфически индуцировать синтез 
бетулина, оказывающего летальное действие на пер-
сиковую тлю (Myzus persicae) с уровнем летальности 
92% [12], не причиняя вреда полезным насекомым. 
Бетулин применяется для модификации целлюлозных 
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пен с целью придания гидрофобности, огнестойкости 
и антимикробных свойств [13].

Область применения бетулина не ограничивается 
фармацевтикой и сельским хозяйством. Авторами иссле-
дований [14, 15] описан опыт использования бетулина, 
выделенного из Betula pendula Roth, в качестве много-
функционального ингредиента в составе жиросодержащих 
продуктов. Результаты исследований, выполненные под 
руководством М.Н. Школьниковой [16], свидетельствуют, 
что бетулин является эффективным природным консер-
вантом и антиоксидантом, что особенно актуально для 
стабилизации жиросодержащих продуктов без исполь-
зования синтетических добавок. 

В 2022 году объем рынка фармацевтических пре-
паратов бетулина составил 150 млн долл. США, доля 
противоопухолевых препаратов в которых равнялась 40%.

Проблемы расширения сферы применения бетулина 
связаны с его низкой гидрофильностью (растворимость 
бетулина в воде при 37 °C составляет от 1 до 100 мкг/л) 
и необходимостью переработки коры и древесины после 
отделения бересты. Для решения этих проблем необ-
ходимо совершенствование технологий экстракции и 
повышение биодоступности бетулина путем очистки, 
химической модификации или создания нанолипосом [17]. 
Химическая модификация бетулина путем введения 
различных функциональных групп, таких как карбок-
сильные, гидроксильные, аминогруппы и т.д., способ-
ствует увеличению его растворимости [17]. Совместный 
проект Северо-Восточного лесного университета  
(г. Харбин, Китай) и Российской академии наук направлен 
на разработку комплекса циклопентадиенил иридий- 
бетулина, который позволил увеличить противоопухо-
левую активность препарата до IC50 = 1,38 мкМ [18], 
а его производные выявили эффективность против 
вируса ВИЧ-1 [19]. 

Целью настоящей работы являлось изучение влияния 
ультразвуковой обработки фитомассы бересты на эффек-
тивность извлечения бетулина и его характеристики.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Предварительная обработка сырья включала про-

мывку бересты дистиллированной водой, высушивание 

при 105 °С до содержания влаги менее 5%, измель-
чение с помощью дробилки и просеивание через сита 
для удаления частиц размером более 1 мм.

Полученную фитомассу подвергали обработке на ульт-
развуковом гомогенизаторе SCIENTZ-IID (ООО «Вилитек», 
Россия) при частоте 40 кГц. Данный метод способствует 
дезинтеграции клеточной стенки, повышению ее про-
ницаемости и обеспечивает более эффективное высво-
бождение бетулина из внутриклеточных структур [20]. 
Для этого фитомассу и растворитель изопропанол (х.ч.) 
смешивали в соотношении 1:30, полученную суспензию 
обрабатывали в течение 10 мин, варьируя мощность 
ультразвука от 100 до 300 Вт.

Полученный гомогенат помещали в экстракционную 
установку и осуществляли экстракцию при температуре 
80±2 °C в течение 1,5 ч. После завершения процесса 
шрот отделяли от экстракта на воронке Бюхнера и удаляли 
растворитель с использованием роторного испарителя 
LabTech EV311VAC (Ningbo Shunli, Ltd., Китай) при тем-
пературе 70±2 °C и давлении 1×10-2 бар. 

Полученный сухой экстракт бетулина перерастворяли 
в изопропаноле в соотношении 1:40, добавляли 0,1 М 
гидроксид калия до достижения pH раствора 8–9, 
нагревали до 80±2 °C и выдерживали 30 мин, затем 
охлаждали до 4±2 °C и снова выдерживали в тех же 
условиях в течение 24 ч, после чего отделяли выпавшие 
кристаллы на воронке Бюхнера, высушивали при тем-
пературе 80±2 °C и взвешивали.

Схема получения бетулина представлена на рис. 2.
Температуру плавления сухого экстракта бетулина и 

продукта, полученного после его перекристаллизации, 
определяли на приборе ПТП-М (АО «ВНИИМС», Россия [21]. 
Степень чистоты экстракта и кристаллов бетулина ана-
лизировали методом тонкослойной хроматографии на 
пластинах Sorbfil, используя в качестве подвижной фазы 
смесь толуола, этилацетата и ледяной уксусной кислоты 
(в соотношении 8,0:1,5:0,5) [22]. Растворимость сухого 
экстракта и кристаллов бетулина определяли при ком-
натной температуре. Спектральные характеристики сухого 
экстракта и кристаллов бетулина изучали на приборе 
ФСМ 2201 (ООО «Завод Эталон», Россия) в диапазоне 
волновых чисел 400–4000 см-1 [23].

Рис. 2. Схема получения бетулина
Fig. 2. Scheme of obtaining betulin
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Результаты исследования влияния мощности ульт-

развуковой обработки на выход полученных продуктов 
приведены на рис. 3.
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Рис. 3. Влияние мощности ультразвуковой обработки  
на выход сухого экстракта и кристаллов бетулина 

Fig. 3. Effect of ultrasound processing power on the yield  
of dry extract and betulin crystals

Полученные результаты свидетельствуют о том, что 
с увеличением мощности ультразвука выход сухого 
экстракта и кристаллов бетулина увеличивается. При 
увеличении мощности ультразвука до 250–300 Вт выход 
экстракта достигал 37%, а бетулина – 14,9% от массы 
сырья. Однако увеличение мощности ультразвука до 
300 Вт приводит к сильному разогреву смеси, что может 
вызвать деструктивные изменения экстрагируемых 
веществ. 

Физико-химические характеристики сухого экстракта 
и кристаллов бетулина приведены в табл. 1 и 2.

Таблица 1. Показатели температуры плавления 
и коэффициента удерживания сухого экстракта 
и кристаллов бетулина

Table 1. Melting point and retention coefficient  
of dry extract and betulin crystals

Характеристика Сухой экстракт Бетулин

Температура плавления, °С 235–254 257–259

Коэффициент удерживания
0,63* –

0,58 0,58
Примечание. * 0,63 – сопутствующие примеси в экстракте 
(бетулиновая кислота и ее структурные аналоги или продукты 
деградации).

Таблица 2. Растворимость сухого экстракта и кристаллов 
бетулина, мг/мл (22±1 °С)

Table 2. Solubility parameters of dry extract and betulin 
crystals, mg/ml (22±1 °С)

Растворитель Сухой экстракт Бетулин
Диметилсульфоксид 5,600 3,650
Ацетон 6,560 3,700
Этилацетат 2,270 0,940
Этанол 2,580 1,370
Вода 0,004 более 0,001

Широкий диапазон температуры плавления полу-
ченного экстракта свидетельствует о наличии множе-
ственных примесей. Температура плавления кристаллов 
бетулина составила 257–259 °C, что соответствует 
температуре плавления бетулина [21] и указывает на 
высокую степень чистоты кристаллов.

Результаты, полученные методом препаративной 
тонкослойной хроматографии экстракта, выявили две 
хорошо разделенные зоны, что доказывает наличие по 
крайней мере двух химических компонентов. Напротив, 
для кристаллов бетулина выявлена только одна четкая 
зона, что подтверждает отсутствие примесей.

В результате изучения растворимости полученных 
продуктов выявлено, что кристаллический бетулин имеет 
более низкую растворимость в воде и органических 
растворителях по сравнению с экстрактом. Данный 
факт соответствует литературным данным [24].

На рис. 4 представлены инфракрасные спектры 
экстракта бетулина и кристаллов бетулина.

Рис. 4. Инфракрасные спектры полученного сухого 
экстракта и кристаллов бетулина

Fig. 4. Infrared spectra of the obtained dry extract  
and betulin crystals

На спектральных профилях экстракта и кристаллов 
бетулина в диапазоне 3300–3500 см-1 наблюдаются 
выраженные полосы поглощения, относящиеся к 
валентным колебаниям связи -O-H, что соответствует 
структуре молекулы бетулина, который представляет 
собой пентациклический тритерпеновый спирт. 

Кроме того, регистрировались интенсивные полосы 
поглощения при 2900–3000 см-1, характеризующие 
валентные колебания метиленовой (-CH2-) и метильной 
(-CH3) групп, которые подтверждают наличие алкильных 
структур. Дополнительно регистрируется максимум погло-
щения умеренной интенсивности при 1600–1650 см-1, 
что соответствует валентным колебаниям изолированной 
двойной связи между атомами углерода изопропенильной 
группы (>С=СН2) в молекулярной структуре бетулина.

В спектре экстракта отмечен выраженный максимум 
интенсивности полос поглощения при 1700–1750 см-1, 
который указывает на присутствие валентных колебаний 
карбонильной группы (C=O). Это может быть связанно 
с присутствием продуктов окисления, например произ-
водных карбоновых кислот (бетулиновая кислота) или 
остаточных карбонилсодержащих растворителей, что 
согласуется с характеристиками спектра примесей 
сухих экстрактов в литературе [20]. При этом в спектре 
кристаллов бетулина данный максимум интенсивности 
полос поглощения отсутствует. 

Таким образом, полученные характеристики экстракта 
и кристаллов бетулина свидетельствуют, что процесс 
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ультразвуковой гомогенизации фитомассы позволяет 
повысить экстрактивный выход бетулина. Однократная 
перекристаллизация эффективно удаляет основные 
примеси, что повышает степень чистоты продукта.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Бетулин – природное пентациклическое тритерпено-

идное соединение с широким спектром биологической 
активности. Его применение для производства фарма-
цевтических субстанций связано с проблемами повы-
шения эффективности извлечения из растительного 
сырья и увеличения биодоступности. 

В этой работе изучено влияние мощности ультраз-
вуковой обработки фитомассы бересты (от 100 до 
300 Вт) на эффективность извлечения бетулина методом 
жидкостной экстракции. Эксперимент показал, что с 
увеличением мощности ультразвука выход целевого 
продукта увеличивается – видимо, за счет фрагмен-
тации клеточной стенки. В то же время при повышении 
мощности ультразвука до 250–300 Вт выход экстракта 
достигает 37,0%, а после удаления примесей выход кри-
сталлов бетулина увеличивается на 14,9%, что на 43% 
выше, чем в контрольном образце (без ультразвуковой 
обработки фитомассы). Установлено, что повышение 
мощности ультразвука до 300 Вт приводит к перегреву 
смеси, что способствует образованию окрашенных 
продуктов окисления. 

Анализ чистоты экстракта и кристаллов бетулина 
подтвердил, что температура плавления перекристал-
лизованного продукта составила 257–259 °С, что 
соответствует литературным данным. Анализ бетулина 
методом тонкослойной хроматографии выявил наличие 
одного компонента, а инфракрасный спектр кристаллов 
бетулина – все характеристические полосы поглощения: 
широкую полосу связи О-Н (3340 см-1), интенсивные 
валентные колебания алкильных связей (2920 см-1 и 
2850 см-1), а также связи С=С (1640 см-1). При этом 
отсутствие выраженной интенсивности сигнала коле-
баний карбонильной группы С=О (1700–1750 см-1) 
доказывает эффективное удаление окисленных при-
месей в процессе перекристаллизации бетулина из 
экстракта. 

Таким образом, применение технологии жидкостной 
экстракции с ультразвуковой гомогенизацией фитомассы 
бересты при выбранной мощности ультразвука 250 Вт 
позволяет увеличить выход бетулина на 43% и упро-
стить процедуру очистки продукта. Данный подход 
позволяет обеспечить ресурсосбережение при мас-
штабировании процесса.

В перспективе также планируется разработка спо-
собов адресной доставки бетулина для улучшения его 
биодоступности и расширения возможности его приме-
нения для получения фармацевтических препаратов. 
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Использование микроорганизмов для извлечения металлов  
из водных объектов и создание на их основе катализаторов

О.А. Каманина , П.В. Рыбочкин, В.Н. Соромотин

Тульский государственный университет, Тула, Россия

Аннотация. Целью проведенного исследования являлась иллюстрация принципиальной возможности сорбции и 
удаления наночастиц палладия из водной среды с помощью клеток микроорганизмов Paracoccus yeei ВКМ В-3302. 
Важной особенностью исследования являлся анализ распределения наночастиц палладия по размерам в зависи-
мости от способа хранения клеток микроорганизмов Paracoccus yeei ВКМ В-3302 после их выращивания. 
Установлено, что при использовании нативных (не подвергавшихся заморозке) микробных клеток средний 
диаметр образующихся наночастиц палладия составлял 3,99±0,03 нм, в то время как для микроорганизмов, 
замороженных при температурах минус 4 и минус 20 °С, фиксировалось увеличение среднего диаметра 
наночастиц до 4,3±0,1 и 4,5±0,6 нм соответственно. Эти наблюдения подчеркивают важную роль жизнеспо-
собности микробных клеток Paracoccus yeei ВКМ В-3302 в процессах формирования и стабилизации палла-
диевых наночастиц, а также в определении их размерных характеристик. Созданные биогибридные материалы 
проявляют выраженную каталитическую активность и могут эффективно использоваться в реакциях кросс-соче-
тания Мизороки – Хека, что подтверждает их высокую функциональную значимость. Предполагается, что удержи-
вание и стабилизация палладиевых наночастиц обеспечиваются комплексом химических взаимодействий, 
включающих амидные связи белков, карбоксильные и аминогруппы аминокислот, а также гликозидные связи 
полисахаридов, липидов и пептидогликана, входящих в состав клеточной оболочки. Эти компоненты создают 
многофункциональную матрицу, способствующую надежной фиксации и активности наночастиц.

Ключевые слова: катализаторы, бактерии, наночастицы металлов, биосинтез
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Abstract. The study aimed to demonstrate the sorption ability of Paracoccus yeei VKM B-3302 cells to remove 
palladium nanoparticles from aqueous media. An important feature of this study was the size distribution analysis 
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of palladium nanoparticles depending on the method used to store Paracoccus yeei VKM B-3302 cells after culture. 
The average diameter of palladium nanoparticles formed with the use of native (non-frozen) microbial cells was found 
to be equal to 3.99±0.03 nm, whereas in the case of microorganisms frozen at temperatures of minus 4 °С and 
minus 20 °С, it increased to 4.3±0.1 and 4.5±0.6 nm, respectively. These observations highlight the important role 
of the viability of Paracoccus yeei VKM B-3302 cells in the formation and stabilization of palladium nanoparticles, 
as well as in the determination of their size characteristics. The produced biohybrid materials exhibit pronounced 
catalytic activity and can be effectively used in Mizoroki – Heck cross-coupling reactions, which confirms their high 
functional significance. It is assumed that the retention and stabilization of palladium nanoparticles are ensured 
by a complex of chemical interactions, including amide bonds in proteins and carboxyl and amino groups of amino 
acids, as well as glycosidic bonds in polysaccharides, lipids, and peptidoglycan, which are part of the cell envelope. 
These components create a multifunctional matrix that enables reliable fixation and activity of nanoparticles.

Keywords: catalysts, bacteria, metal nanoparticles, biosynthesis
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ВВЕДЕНИЕ
В условиях растущей экологической озабоченности 

и необходимости поиска эффективных методов очистки 
сточных вод применение микроорганизмов для акку-
мулирования наночастиц металлов становится пер-
спективным направлением исследований [1–4]. Этот 
подход не только обеспечивает эффективную очистку 
сточных вод от наночастиц металлов, но и открывает 
новые возможности для их дальнейшего использования. 
Микроорганизмы обладают способностью поглощать 
и накапливать различные вещества, включая нано-
частицы металлов [1, 3, 5–7]. Этот процесс может 
быть усилен путем оптимизации условий культивиро-
вания микроорганизмов, таких как температура, pH, 
концентрация питательных веществ и присутствие 
металлов. С одной стороны, микроорганизмы способны 
поглощать большое количество наночастиц металлов, 
и это позволяет эффективно очищать сточные воды 
без применения химических реагентов, что важно для 
экологии, с другой стороны, поглощенные микроорга-
низмами наночастицы металлов могут быть отделены 
и использованы в различных областях, например, в 
сельском хозяйстве и промышленности. Таким образом, 
в качестве преимуществ применения микроорганизмов 
для аккумулирования наночастиц металлов из сточных 
вод можно отметить эффективность очистки, экологи-
ческую безопасность и возможность дальнейшего 
использования. Метод использования микроорганизмов 
для аккумулирования наночастиц металлов из сточных 
вод является перспективным направлением исследо-
ваний. Дальнейшие исследования в этой области могут 
привести к разработке новых эффективных методов 
очистки сточных вод и созданию новых материалов с 
улучшенными свойствами.

Ранее нашим научным коллективом было 
показано [6, 7], что возможно формирование нано-
частиц палладия при использовании клеток микроор-
ганизмов Paracoccus yeei ВКМ В-3302, выделенных из 
сточных вод предприятий Тульской области. При этом 

отмечено [7], что клетки микроорганизмов должны быть 
жизнеспособными: повреждение цитоплазматической 
мембраны ведет к неэффективному формированию 
наночатиц и их укрупнению по сравнению с исполь-
зованием нативных микроорганизмов.

 То же время, несмотря на перспективность метода, 
могут существовать некоторые ограничения по хранению 
микроорганизмов после наработки для достижения мак-
симальной эффективности получения наноразмерных 
форм палладия. В связи с этим в данном исследовании 
оценили возможность применения клеток микроорга-
низмов для удаления наночастиц палладия из водной 
среды, а также влияние условий хранения биомассы 
на размер наночастиц и каталитические свойства полу-
ченных биогибридных материалов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Культивирование бактерий Paracoccus yeei ВКМ 

B-3302. Культивирование бактерий P. yeei ВКМ B-3302 
осуществляли на питательной среде Lysogeny broth (LB) 
следующего состава, г/л: пептон – 10; NaCl – 10; дрож-
жевой экстракт – 5. Культуру бактерий выращивали 
в колбах Эрленмейера объемом 750  см3 (объем 
питательной среды – 200 см3) при 28 °C и переме-
шивании на шейкере-инкубаторе Bios BSI-2 (Bios, 
Китай) с частотой вращения 180 об/мин. Через 36 ч 
культивирования клетки собирали центрифугированием 
(8000 об/мин, 10 мин, центрифуга MWP-351R (MPW Med. 
Instruments, Польша)) в предварительно взвешенные 
микропробирки типа «Эппендорф». Сливали надосадочную 
жидкость. Биомассу клеток либо использовали сразу, 
либо хранили при температуре минус 4 и минус 20 °С.

Сорбция металла из модельного раствора. Биомассу 
клеток помещали в модельный раствор, содержащий 
соль палладия в соотношении массы палладия к массе 
клеток, равном 5:95 (рис. 1), для получения с учетом 
последующей потери массы клетками при сушке 
катализатора 5 масс.% палладия. Сосуд закрывали 
резиновой пробкой и перемешивали в течение 10 мин 
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(180  об/мин; 28  °C). Далее, используя генератор 
водорода ГВ-12 (НПФ «Мета-Хром», Россия), подавали 
через смесь водород (0,53 мл/мин) в течение 2 мин. 
Биомассу клеток с наночастицами палладия собирали 
центрифугированием (12000 об/мин, 10 мин, цен-
трифуга BKC-TH16D (Biobase, Китай)) в микропробирки 
типа «Эппендорф». Надосадочную жидкость сливали, 
осадок катализатора Pd / P. yeei оставляли на сушку 
при комнатной температуре на 48 ч.

Приготовление срезов. Образец фиксировали в 
2%-м растворе глутарового альдегида в 0,05 М како-
дилатном буфере (рН 7,2) в течение 1 ч при 4 °C. После 
образец трижды промывали 0,05  М какодилатным 
буфером (рН 7,2). Далее формировали агаровые блоки с 
образцами катализатора: агар использовали как среду, 
которая ограничивает подвижность микроорганизмов и 
позволяет создать условия для исследования. Для этого 
смешивали образец с раствором 2%-го агара (50 °C) 
и наносили на покровное стекло до застывания. Обе-
звоженный образец в агаровых блоках покрывали 
эпоксидной смолой Epon 812 и резали с помощью 
ультрамикротома Reichert-Jung Ultracut E (Reichert-Jung, 
Германия). Срезы помещали на медные решетки для 
просвечивающей электронной микроскопии. 

Просвечивающая электронная микроскопия срезов 
Pd / Paracoccus yeei и обработка полученных изобра-
жений. Срезы изучали на просвечивающем электронном 
микроскопе Hitachi HT7700 (Hitachi, Япония). Изображения 
получали в режиме ярко-полевой просвечивающей элек-
тронной микроскопии при ускоряющем напряжении 100 кВ. 
Распределение наночастиц по размерам определяли с 
помощью программы ImageJ PRO и облачного сервиса 
DLgram для анализа микроскопических изображений [8].

Обнаружение наночастиц проводили с помощью 
библиотеки OpenCV [9] в два этапа: получение карты 
примерного расположения наночастиц и последующий 
поиск контуров наночастиц с фильтрацией по размеру. 
Для первого этапа были применены следующие операции:

1. Адаптивное пороговое выделение с использо-
ванием гауссова адаптивного метода для расчета 

порогового значения. Размер блока был равен 41, а 
константа C равнялась 7 для изображений с увеличением 
100000 и более и 12 для изображений с увеличением 
20000 или 50000. Этот метод бинаризации был выбран 
из-за лучших результатов для изображений с переменной 
освещенностью и высокой контрастностью.

2. Морфологические преобразования: расширение 
с ядром (5, 5) и эрозия с ядром (3, 3) для уменьшения 
шума в бинаризованном изображении. 

3. Медианный фильтр размытия с ядром (5, 5) для 
дополнительного сглаживания изображения.

Бинаризация изображений с разным увеличением 
была реализована разными способами. Если изо-
бражение имело увеличение 100000 раз и более, то 
метод применяли ко всему изображению. В противном 
случае при увеличении 20000 или 50000 раз процедуру 
проводили для каждого из 8 участков изображения, 
предварительно увеличенного в 3 раза с помощью 
бикубической интерполяции.

Вторым шагом была реализация поиска контуров. 
Для каждого контура находили выпуклый корпус, и если 
площадь контура составляла менее 70% от его площади, то 
соответствующий контур заменялся выпуклым корпусом.

Затем для каждого контура находили минимальный 
объемлющий круг, диаметр в нанометрах и координаты 
центра. Эта информация использовалась для фильтрации 
контуров по линейному размеру. Результатом данного 
этапа являются два массива: массив контуров и массив 
наночастиц, содержащий данные о расположении и 
размере наночастиц.

Было проведено обнаружение наночастиц на клетках 
и в окружающем растворе. Для этого была проведена 
сегментация клеток с помощью алгоритма Cellpose3 [9] 
(модель cyto3). Затем полученные маски сегментации 
использовались для определения наночастиц на клетках 
и свободных наночастиц: центр наночастицы проверялся 
на принадлежность к области с клетками.

Модельные реакции Мизороки  –  Хека и 
Сузуки  –  Мияуры. Модельной реакцией выбрана 
реакция Мизороки – Хека – арилирование стирола 

Рис. 1. Модельный процесс сорбции палладия на клетках микроорганизмов и получение катализатора Pd /  Paracoccus yeei
Fig. 1. Model process of palladium sorption on microbial cells and preparation of Pd /  Paracoccus yeei catalyst 

Рис. 2. Условия реакции Мизороки – Хека
Fig. 2. Conditions of Mizoroki – Heck reaction 
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йодбензолом в диметилформамиде, в качестве осно-
вания использовали карбонат калия (рис. 2).

Навески веществ помещали в пробирки: карбонат 
калия – 0,6 ммоль (1,2 экв.); Pd / P. yeei – 0,005 ммоль 
(1 мол.%). Добавляли в качестве растворителя 5 см3 
диметилформамида. Добавляли жидкие реагенты: йод-
бензол – 0,5 ммоль (1 экв.), стирол – 0,6 ммоль (1,2 экв.). 
Выходы транс-стильбена определяли с помощью газовой 
хроматографии.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Для оценки эффективной сорбции и восстановления 

до наночастиц палладия использовали клетки микро-
организмов, которые были выращены на богатой пита-
тельной среде без хранения и при хранении при минус 
4 и минус 20 °С. Было высказано предположение, что 
незначительное разрушение цитоплазматической мем-
браны при заморозке, с одной стороны, может способ-
ствовать лучшему проникновению палладия, но, с другой 
стороны, оказывает значительное негативное влияние 
на жизнеспособность клеток, существенно снижая ее. 
Кроме того, процесс заморозки – разморозки является 
значительным стрессом для клеток микроорганизмов. 
Некоторые внутриклеточные белки плохо переносят 
подобные воздействия, что дополнительно снижает 
метаболическую активность внутри клеток.

В связи с этим для сорбции наночастиц палладия 
клетками микроорганизмов из водной среды были 
использованы бактерии P. yeei сразу после культи-
вирования и двух видов заморозки после минус 4 и 
минус 20 °С. Сорбцию металла проводили в соответствии 
с приведенным выше описанием. Методом масс-спек-
трометрии с индуктивно-связанной плазмой показано, 

что сорбция палладия при использовании бактерии 
P.  yeei составляет 4,4 масс.%, что важно учитывать 
при дальнейшем использовании получившегося биоги-
бридного материала Pd / P. yeei в химических реакциях.

Изучение срезов биогибридного материала  
Pd /  Paracoccus yeei. Ультратонкие срезы биогибридного 
материала Pd / P. yeei, приготовленного из микроорга-
низмов, свежевыращенных и выдержанных при минус 
4 и минус 20 °С, изучали при помощи просвечивающей 
электронной микроскопии (рис. 3). Обработку микро-
фотографий провели с помощью нейросетей [8], что 
позволило оценить размер наночастиц палладия и 
построить их распределение по размерам. 

На полученных при помощи просвечивающей 
электронной микроскопии изображениях клетки бак-
терий P. yeei представляют собой объекты серого цвета 
(при малой толщине среза – светло-серого) с формой 
неправильного круга диаметром около 0,5–1,0 мкм. 
Наночастицы палладия имеют вид серых или черных 
включений, обладающих сферической формой. Отме-
чается увеличение размера наночастиц Pd для био-
гибридного материала Pd / P. yeei, приготовленного 
из свежевыращенных клеток и после выдерживания 
при минус 20 °С. Использование бактерий без замо-
розки дает узкое распределение наночастиц палладия 
по размерам со средним диаметром 3,99±0,01 нм (см. 
рис. 3, d), при этом на замороженных микроорганизмах 
наблюдается расширение размера наночастиц палладия  
(см. рис. 3, e, f) со средним размером при минус 4 и 
минус 20 °С 4,3±0,1 и 4,5±0,6 нм соответственно.

Pd / Paracoccus yeei в реакциях Мизороки – Хека. 
Учитывая размеры наночастиц палладия и их рас-
пределение по бактерии, биогибридный материал  

Рис. 3. Полученные при помощи просвечивающей электронной микроскопии изображения наночастиц палладия  
и их распределение по размерам в биогибридном материале Pd / Paracoccus yeei, приготовленном из клеток бактерий: 
a–d – без заморозки; b–e – после заморозки при минус 4 °С; c–f – после заморозки при минус 20 °С
Fig. 3. Scanning electron microscopy images and size distributions of palladium nanoparticles in Pd /  Paracoccus yeei biogibridged 
material prepared from bacterial cells: a–d – without freezing; b–e – after freezing at -4 °С; c–f – after freezing at -20 °С
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Pd / P. yeei можно назвать катализатором, а оценку 
его каталитической активности провести на модельных 
реакциях кросс-сочетания Мизороки – Хека (см. рис. 2).

Выход продукта реакции при использовании клеток 
без заморозки составил 97%, в случае катализаторов, 
приготовленных из замороженных клеток при минус 4 и 
минус 20 °С, составил 91 и 67% соответственно (рис. 4). 
Такое снижение активности катализатора Pd / P. yeei 
можно объяснить увеличением среднего размера фор-
мируемых бактериями наночастиц палладия [10, 11], 
что хорошо видно из рис. 3. Следовательно, целостность 
мембраны и внутренних структур клетки необходима 
для эффективного формирования и стабилизации 
наночастиц палладия, что, в свою очередь, оказывает 
существенное влияние на активность катализатора в 
реакции кросс-сочетания.

Рамановский анализ и анализ, выполненный методом 
инфракрасной спектроскопии с преобразованием 
Фурье. Бактериальные клетки содержат множество 
биомолекул, включая белки, нуклеиновые кислоты, 
углеводы и липиды, которые присутствуют на поверх-
ности клетки и в цитоплазме. Данные биомолекулы 
могут связываться с металлическими наночастицами 
и выступать в роли агентов, которые препятствуют 
их агломерации. Это особенно важно для катализа, 
в частности, для реакций кросс-сочетания [12–14] и 
гидрирования [15–17]. Для определения биологических 
компонентов, участвующих в стабилизации наночастиц 
палладия, использовали спектры комбинационного 
рассеяния, а также инфракрасную спектроскопию с 
преобразованием Фурье (FTIR) катализатора Pd / P. yeei 
(бактерии без заморозки) и свободных от палладия 
клеток P. yeei (рис. 5).

На рамановском спектре ацетата палладия 
(см. рис. 5, а) пики в районе 270 и 430 см-1 характеризует 
связь Pd-O, пик 630 см-1 отвечает за связи в ацетате. 

Спектр бактерий P. yeei (см. рис. 5, а) – это типичный 
спектр живой клетки, где присутствуют пики цитохромов 
(747, 1127, 1305, 1586 см-1), липидов и белков (2940, 
1665, 1450 см-1), нуклеиновых кислот (780 см-1), а также 
пики каротиноидов с высокой интенсивностью: 1004, 
1157 и 1530 см-1. Спектр катализатора Pd / P. yeei менее 
интенсивный по сравнению с другими спектрами из-за 
морфологии образца. На спектре присутствуют пики 
каротиноидов (1000, 1154 и 1530 см-1) и цитохромов 
(746, 1586 см-1), однако на этом спектре отсутствуют 
пики: 890 см-1 – уксусной кислоты, 630 см-1 – ацетата 

Рис. 5. Спектры комбинационного рассеяния, полученные из бактерий Paracoccus yeei, Pd / Paracoccus yeei  
и Pd(CH3COO)2 (a) и полученные при помощи инфракрасной спектроскопии с преобразованием Фурье с использованием 
KBr спектры Pd / Paracoccus yeei и клеток Paracoccus yeei (b) (графики смещены для наглядности)
Fig. 5. Raman spectra obtained from Paracoccus yeei, Pd / Paracoccus yeei and Pd(CH₃COO)₂ bacteria (a) and FTIR (KBr) 
spectra of Pd / Paracoccus yeei and Paracoccus yeei cells (b) (graphs are shifted for clarity)
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Рис. 4. Выход продукта реакции транс-стильбена 
Мизороки – Хека с катализаторами Pd / Paracoccus yeei, 
приготовленного с использованием микроорганизмов  
при разных условиях хранения
Fig. 4. Yield of the product of the reaction of trans-stilbene 
Mizoroki – Heck with Pd / Paracoccus yeei catalysts,  
which was prepared using microorganisms under different 
storage conditions
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палладия. Снижение интенсивности спектра катализатора 
Pd / P. yeei в совокупности с исчезновением пика ацетата 
палладия может говорить о реакции палладия и компо-
нентов клеток. Возможно, поэтому исчезает пик Pd-O 
(630 см-1) и снижается интенсивность пиков от компо-
нентов клетки: белков, липидов (2940, 1665, 1450 см-1), 
нуклеиновых кислот (780 см-1). Сравнительный анализ 
спектров инфракрасной спектроскопии с преобразо-
ванием Фурье чистой культуры клеток микроорганизмов 
P. yeei ВКМ B-3302 и Pd / P. yeei выявил некоторые 
различия (см. рис. 5, b). Так, наблюдалось ослабление в 
области 1100 см-1, которая относится к связям C-O-P и 
P-O-P; в областях 1300 см-1 и 1450–1500 см-1, которые 
относятся к амидным связям в структуре белков C-N 
и N-H; в области 1600–1700 см-1, которая относится к 
амидным связям C=O в белках и C=O карбоксильных 
групп в белках. Кроме того, изменения наблюдались 
в области 1050 см-1, которая приписывается связям 
С-О и С-О-С полисахаридов [18]. Данные инфракрасной 
спектроскопии с преобразованием Фурье показывают, 
что наночастицы палладия взаимодействуют с кисло-
родом или азотом через пептидную связь белков и атом 
кислорода полисахаридов (гликозидная связь) или атом 
кислорода карбоксильной группы белковых молекул. Эти 
биомолекулы играют роль в стабилизации наночастиц 
палладия, влияют на их морфологию и каталитическую 
активность в реакциях гидрирования. Считается, что 
микроорганизмы могут стабилизировать металлические 
наночастицы с помощью различных компонентов клеток. 
В работе [19] показана возможность формирования 

комплекса палладия с нуклеотидами ДНК. Белки, богатые 
цистеином и триптофаном, предотвращают агрегацию 
наночастиц [12]. Также проиллюстрировано, что бакте-
риальные липополисахариды и белки S-слоя формируют 
наночастицы в матрицу [20]. В данном исследовании 
показано, что наночастицы палладия могут быть стабили-
зированы амидными связями белков, карбоксильными 
группами и аминогруппами радикалов аминокислот, а 
также гликозидными связями полисахаридов, липидов 
и пептидогликана.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
В настоящей работе продемонстрирована прин-

ципиальная возможность использования микроорга-
низмов для удаления наночастиц металлов из сточных 
вод. Анализ распределения наночастиц палладия по 
размерам показал, что использование клеток без замо-
розки позволяет получить наночастицы палладия со 
средним диаметром 3,99±0,03 нм. При использовании 
замороженных клеток при температурах минус  4 и 
минус 20 °С средний диаметр наночастиц составил 
4,3±0,1 и 4,5±0,6 нм соответственно. Показано, что 
полученный катализатор на основе клеток микроор-
ганизмов без заморозки возможно использовать в 
реакциях кросс-сочетания, а наночастицы палладия 
могут быть стабилизированы амидными связями белков, 
карбоксильными группами и аминогруппами радикалов 
аминокислот, а также гликозидными связями полиса-
харидов, липидов и пептидогликана.
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Оценка биологического потенциала водных  
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Аннотация. Целью проведенного исследования являлось изучение влияния условий водной экстракции 
древесных опилок на биологическую активность экстрактивных веществ по отношению к тест-объектам 
разных таксономических и экологических групп: базидиомицету Pleurotus ostreatus 0482, бактериям рода 
Bacillus, редису Raphanus sativus (L.). Установлено, что полученные растворы подавляют рост и развитие 
большинства исследуемых тест-объектов пропорционально температуре экстракции (до 40% по отдельным 
показателям). В то же время эффективность утилизации компонентов древесины Pleurotus ostreatus 0482 
при твердофазном культивировании возрастает на 25–40% после удаления водорастворимых экстрак-
тивных веществ. Проведено фракционирование экстрактов с последовательным использованием гексана 
и хлороформа. Для всех органических и водных фаз получены спектры поглощения в ультрафиолетовой и 
видимой областях спектра. Сравнение спектральных характеристик выявило максимумы поглощения в 
диапазоне  200–300 нм. При этом с ростом температуры экстракции увеличивается число пиков, всего 
идентифицировано восемь максимумов, включая бато- и гипсохромные сдвиги одного и того же соединения. 
Математическая обработка спектров выявила паттерны, связывающие спектральные характеристики с 
биологическим действием экстрактов. Анализ максимумов поглощения указывает на присутствие лигнанов 
как вероятных фитотоксинов, флавоноидов и стильбенов как возможных индукторов ферментативной актив-
ности. В результате проведенной работы проанализирована предполагаемая химическая природа биоак-
тивных соединений, а также исследованы возможные механизмы их действия и направления практического 
использования результатов.
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Biological potential assessment of aqueous 
wood-waste extracts using ultraviolet/visible  

spectroscopy and test objects

Artem V. Novikov , Alexey A. Pristavka, Valentina L. Mikhailenko, Zinaida A. Efremenko,  
Dmitriy A. Yarygin, Galina V. Yurinova, Valentina P. Salovarova

Irkutsk State University, Irkutsk, Russian Federation

Abstract. The study aimed to examine the effect of conditions for aqueous extraction from sawdust on the biological 
activity of extractive substances for test objects from different taxonomic and ecological groups: Pleurotus ostreatus 0482 
basidiomycete, Bacillus bacteria, and radish Raphanus sativus (L.). The obtained solutions were found to inhibit the 
growth and development of most test objects in proportion to the extraction temperature (up to 40% for some indicators). 
In solid-state fermentation, the biological efficiency of Pleurotus ostreatus 0482 increased by 25–40% after removing 
water-soluble extractives. The extracts were fractionated with successive use of hexane and chloroform. For all organic 
and aqueous phases, absorption ultraviolet/visible spectra were obtained. A comparison of spectral characteristics 
revealed absorption maxima within the range of 200–300 nm. With rising extraction temperature, the number of 
peaks was observed to increase; a total of eight maxima was identified, including batho- and hypsochromic shifts of 
the same compound. A mathematical processing of the spectra revealed patterns linking spectral characteristics 
to the biological action of extracts. The conducted absorption maximum analysis indicates the presence of lignans 
as potential phytotoxins, as well as flavonoids and stilbenes as possible inducers of enzymatic activity. The study 
analyzed the assumed chemical nature of bioactive compounds, as well as examining possible mechanisms of their 
action and practical applications of the obtained results.

Keywords: wood waste, ultraviolet/visible spectroscopy, bioassay, Pleurotus ostreatus, enzymatic activity

For citation: Novikov A.V., Pristavka A.A., Mikhailenko V.L., Efremenko Z.A., Yarygin D.A., Yurinova G.V., et al. Biological potential 
assessment of aqueous wood-waste extracts using ultraviolet/visible spectroscopy and test objects. Proceedings of Univer-
sities. Applied Chemistry and Biotechnology. 2025;15(4):503-514. (In Russian). DOI: 10.21285/achb.1012. EDN: PGTOYI.

ВВЕДЕНИЕ
Лесной сектор занимает ключевое место в экономике 

многих стран, включая Россию. Основными потребителями 
древесины являются лесопромышленные и перерабаты-
вающие предприятия. По данным за 2022 год, мировой 
объем заготовки древесины составил 3914,5 млн м³ [1].  
Сибирский федеральный округ аккумулирует около 40% 
от общих запасов древесины в России, при этом 
Иркутская область обладает 11% от общероссийского 
объема. В 2015 году здесь было заготовлено 50,7 тыс. м³  
древесины, что сопровождалось образованием более 
14,3 тыс. м³ отходов. В 2018 году объем заготовки в 
Иркутской области превысил 80 тыс. м³ [2].

Существуют различные способы утилизации отходов 
лесозаготовки, включая производство бумаги, картона, 
строительных материалов, древесного угля, биотоплива и 
других продуктов [3]. Однако переработке подвергаются 
менее 40% отходов, тогда как оставшаяся масса скла-
дируется на открытых участках или остается на местах 
рубки. Это ведет к серьезным экологическим (деструкция 
экосистем, загрязнение водоемов, эмиссия парниковых 
газов, распространение вредителей) и экономическим 
(утрата полезных земель, расходы на рекультивацию) 
последствиям [4].

Биотехнологическая переработка лигноцеллюлозных 
отходов позволяет получать ценные соединения – этанол, 

органические кислоты, ферменты, полимеры и др. В то 
же время эффективность таких процессов ограничена 
устойчивостью исходного сырья к ферментации [5]. Одним 
из путей повышения доступности растительных отходов 
является их предварительная обработка. Несмотря на 
многочисленные исследования, этот этап по-прежнему 
остается одним из самых дорогостоящих во всем процессе 
преобразования лигноцеллюлозного субстрата в продукты. 
Его стоимость составляет от 11 до 27% от общих затрат 
[6]. Гидротермическая обработка (экстракция горячей 
водой) представляет собой экономически выгодную аль-
тернативу, не требующую использования химических 
реагентов. При этом удаляются низкомолекулярные 
экстрактивные вещества и гемицеллюлозы, которые 
тормозят биоконверсию субстрата [7]. Существенным 
фактором устойчивости лигноцеллюлозных субстратов к 
разложению является лигнин, физически блокирующий 
доступ ферментов к углеводам. Биологические методы 
селективного удаления лигнина с применением базиди-
омицетов позволяют проводить обработку при мягких 
условиях без образования побочных продуктов [5]. Более 
того, такие грибы используются для получения биокомпо-
зитов, востребованных в строительстве, дизайне, создании 
декоративных элементов и упаковочных средств [8].

Несмотря на достижения в области биодеструкции 
лигноцеллюлозы с использованием грибов, остается 
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нерешенным вопрос об эффективности однократной 
гидротермической обработки как самостоятельного 
этапа подготовки субстрата. Также недостаточно изучена 
взаимосвязь между условиями экстракции и составом 
водорастворимых компонентов, обладающих биологи-
ческой активностью.

Целью представленного исследования являлось про-
ведение оценки влияния параметров гидротермической 
экстракции древесных отходов на эффективность их 
утилизации базидиомицетом Pleurotus ostreatus 0482 
и выявление биологически значимых спектральных 
паттернов в водных экстрактах, коррелирующих с их 
действием.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Общая схема исследования представлена на рис. 1. 
В качестве лигноцеллюлозного сырья использовались 

отходы переработки древесины хвойных пород (смесь 
опилок сосны и лиственницы), полученные на деревопе-
рерабатывающем предприятии г. Иркутска. Их фракци-
онный состав включал частицы размером 0,5–10,0 мм. 
Соотношение размерных фракций: менее 3 мм – 35%; 
3,0–4,5 мм – 45%; от 5 мм и более – 20%. Исходная 
влажность сырья составляла 10,0±0,5%. 

Предобработка субстрата водой осуществлялась 
при разных температурных режимах в соотношении 
опилок и дистиллированной воды (W/V), равном 1:10:

– раствор W1: выдерживание в дистиллированной 
воде при 20 °С в течении 24 ч;

– раствор W2: аналогично W1 с последующим нагре-
ванием на водяной бане при 80 °С в течение 1 ч;

– раствор W3: аналогично W1 с последующей обра-
боткой в автоклаве в течение 1 ч при избыточном дав-
лении 1 атм и 121 °С.

Полученные растворы отфильтровывались через 
фильтр Шотта (160 мкм) для их последующего использо-
вания при культивировании в разных условиях ксилотро-
фного базидиомицета P. ostreatus 0482 из коллекции 

кафедры физико-химической биологии, биоинженерии 
и биоинформатики Иркутского государственного уни-
верситета (г. Иркутск, Россия) (см. рис. 1). 

Твердофазное культивирование гриба проводилось на 
предобработанной лигноцеллюлозе в чашках Петри без 
внесения дополнительных компонентов питательной среды 
при 27 °C и влажности субстрата 80% (W/V) в течение 
2 месяцев. В качестве контроля использовалась анало-
гичная смесь опилок без предварительной обработки. 
Посевной материал вносили в виде суспензии мицелия 
в соотношении 20 мг биомассы на 100 г субстрата (по 
АСВ1). После завершения культивирования определялись 
биомасса мицелия, содержание внеклеточного белка, 
активность ферментов лигноцеллюлазного комплекса, 
остаточное количество лигнина и целлюлозы в фермен-
тированном субстрате. Ферменты экстрагировались 
0,001 М Na-ацетатным буферным раствором (рН 4,6) 
в соотношении 1:30 (W/V). Содержание лигнина опре-
делялось гравиметрически после кислотного гидролиза 
и отделения углеводного компонента [9]; содержание 
целлюлозы определяли щелочным методом [10]. 

Глубинное культивирование проводилось в течение 
7 суток на питательной среде Чапека – Докса с 0,3%-м 
раствором глюкозы, приготовленным на основе водных 
экстрактов W1–W3. В качестве контроля использовали 
аналогичную среду на основе воды. В ходе культивиро-
вания оценивали накопление биомассы, внеклеточного 
белка и активность ферментов лигноцеллюлазного ком-
плекса в культуральной жидкости. Содержание биомассы 
измерялось гравиметрически [11], белка – спектрофо-
тометрически [12]. Активность ферментов определялась 
при pH 4,6 в присутствии 0,05 M Na-ацетатного буфера.

Активность лакказы оценивалась по изменению 
оптической плотности 10 мМ раствора пирокатехина 
при 410 нм. Определение активности лигниназы (лиг-
нинпероксидазы) проводилось по начальной скорости 
окисления 10 мМ раствора вератрового спирта в при-
сутствии перекиси водорода при 310 нм. За единицу 
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Рис. 1. Общая схема исследования
Fig. 1. General scheme of the study

1АСВ – абсолютно сухое вещество.
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активности (U) лакказ и лигниназы принимали активность 
фермента, окисляющего 1 мкМ субстрата в минуту [13].

Общая целлюлазная активность определялась по 
скорости образования восстанавливающих сахаров 
(в пересчете на глюкозу) из фильтровальной бумаги с 
использованием динитросалицилового реагента. Фер-
ментативную активность выражали в международных 
единицах на миллилитр (IU/ml), где 1 IU – количество 
молей глюкозы, образовавшихся за 1 мин в присутствии 
известного количества фермента [14].

Биологическая активность водных экстрактов W1–W3 
оценивалась по отношению к тест-объектам из раз-
личных таксономических групп:

1. Почвенные бактерии двух видов – Bacillus сereus 
846 и Bacillus thuringiensis КС (культуры любезно пре-
доставлены заведующим кафедрой микробиологии 
Иркутского государственного университета, доцентом 
О.Ф. Вятчиной) – выращивались глубинным способом на 
среде LB, содержащей в качестве водной фазы иссле-
дуемые растворы (W1–W3). Посевной материал вносился 
в виде клеточной суспензии (108 КОЕ/мл). Культивиро-
вание осуществлялось в конических колбах на качалке 
при 130 об/мин и температуре 30 °С. Интенсивность 
накопления биомассы оценивалась по изменению опти-
ческой плотности культуральной жидкости при 600 нм 
через сутки культивирования [15]. 

2. Оценка фитотоксичности проводилась на семенах 
редиса посевного Raphanus sativus, увлажняемых 10 мл 
экстрактов. Контролем служила дистиллированная вода. 
Фитотоксичность оценивалась по всхожести (отношение 
проросших к общему числу семян) и длине проростков [16].

На заключительном этапе исследований растворы W1–W3  
фракционировались последовательной экстракцией 
гексаном и хлороформом с получением следующих 
фракций: исходный водный раствор (Wn), гексановая 
фракция (Wn.H), водная фракция после гексана (Wn.H.W), 
хлороформная фракция (Wn.C), водная после хлороформа 
(Wn.C.W), где n – номер варианта предобработки.

Спектры поглощения регистрировались в диа-
пазоне 200–950 нм в кварцевой кювете (l = 10 мм) 
на спектрофотометре NanoPhotometer P330 (Implen, 
Германия). В качестве контроля использовались ана-
логичные фракции, полученные из дистиллированной 
воды. Анализ пиков проводили методом первой про-
изводной [17] с использованием программного при-
ложения OriginPro 2025b. Контроль рН проводился 
потенциометрически (рН-метр-иономер «Эксперт-001» 
(ООО «Эконикс-Эксперт», Россия)).

Все измерения выполнялись в 3–8 повторностях. 
Результаты представлены в виде M±SD. Для сравнения 
групп применяли критерий Тьюки (после ANOVA для 
параметрических данных) и U-критерий Манна – Уитни 
(для непараметрических данных). Корреляционный 
анализ (с использованием коэффициента Пирсона 
и Спирмена) применяли для оценки взаимосвязей 
между количественными признаками. Многомерный 
анализ PERMANOVA (с метрикой Брея – Кертиса и 9999 
перестановками) применяли для оценки значимости 
влияния факторов на совокупность биологических пока-
зателей. Статистическую значимость принимали при 
p < 0,05. Обработку данных проводили в программе 
Past v5.2.2.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Результаты исследований влияния режимов водной 

предобработки лигноцеллюлозного субстрата на рост 
и развитие P. ostreatus 0482 представлены на рис. 2. 

Независимо от способа культивирования, наблю-
дается закономерное увеличение активности внекле-
точных ферментов в ряду контроль → W1 → W2 → W3. 
При глубинном культивировании (см. рис. 2, а) досто-
верные отличия по активности целлюлаз и лакказ от 
контроля наблюдаются только у образцов, полученных 
после высокотемпературной обработки (W2 и W3). В 
случае твердофазного культивирования (см. рис. 2, b) 
предобработка при любом режиме вызывает досто-
верное повышение активности всех исследуемых фер-
ментов по сравнению с контролем. Однако наибольшая 
глубина разложения субстрата (см. рис. 2, с) достигается 
только после высокотемпературной обработки: утили-
зация целлюлозы увеличивается на 25%, а деградация 
лигнина – примерно в 1,5 раза по сравнению с кон-
тролем. Хотя при жидкостном культивировании нако-
пление биомассы на различных средах не отличалось от 
контроля, повышение активности ферментов, вероятно, 
обусловлено индукцией их синтеза водорастворимыми 
компонентами древесины, количество которых воз-
растает с температурой предобработки [18]. При твер-
дофазном культивировании интенсивность освоения 
субстрата мицелием также коррелирует с температурой 
обработки, что отражается на уровне синтезируемых 
ферментов (см. рис. 2, d).

Таким образом, сочетание высокотемпературной 
водной предобработки с последующей ферментацией 
субстрата базидиомицетом P. ostreatus 0482 обеспе-
чивает усиление процессов делигнификации и деструкции 
лигноцеллюлозы. Полученные данные свидетельствуют, 
что продукты после такой обработки становятся более 
доступными для биотрансформации и могут использо-
ваться в биотехнологических процессах.

Поскольку водорастворимые компоненты древесины 
ингибируют развитие P. ostreatus 0482 на нативном суб-
страте, а на этапе водной предобработки образуются зна-
чительные объемы экстрактов, была оценена их биологи-
ческая активность в отношении других модельных объектов. 
Экстракты продемонстрировали выраженную фитоток-
сичность (рис. 3) и бактериостатическое действие (рис. 4), 
зависящие от температурного режима предобработки.

Все исследуемые растворы снижали всхожесть 
семян R. sativus по сравнению с контролем, однако 
между самими растворами статистически значимых 
различий не выявлено (см. рис. 3, b). Скорость роста 
побегов достоверно снижалась при обработке «горячими» 
экстрактами W2 и W3, тогда как низкотемпературный 
раствор W1 не оказывал значимого влияния на рост 
R. sativus (см. рис. 3, a).

Бактериостатический эффект экстрактов был менее 
выражен. Значимое ингибирование роста установлено 
лишь для одного варианта (W3) по отношению к бактерии 
B. thuringiensis КС. (см. рис. 4). Более высокая толерант-
ность микроорганизмов может быть обусловлена их 
экологическими и/или морфологическими особенностями.

Таким образом, влияние экстрактов на тест-объекты 
явно зависит от температуры водной экстракции: при 
низких температурах биологическое действие слабо 
выражено или отсутствует. При увеличении темпе-
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ратуры (W2, W3) негативное воздействие возрастает, 
что позволяет предположить накопление биоактивных 
соединений при высокотемпературной обработке дре-
весины. рН водных экстрактов, полученных в разных 
условиях, различался в пределах 0,4 ед., поэтому изме-
нение кислотности не может обусловливать наблюдаемое 
воздействие на тест-объекты.

Жидкая фаза после водной предобработки лигноцел-
люлозы сама по себе является продуктом, имеющим 
биологическую активность [19], и перспективна для 
биотехнологии. В связи с этим важным является факт 
установления состава растворенных веществ. Точная 
идентификация компонентов сложна и не всегда целе-

сообразна, но можно применить простые методы для 
выявления паттернов, отвечающих за биологическую 
активность. В качестве таких паттернов и могут выступать 
экстрактивные вещества древесного сырья. При этом 
необходимо учитывать, что выход экстрактивных веществ 
изменяется от способа экстракции и растворителя. 
Например, разные виды хроматографии или спектро-
скопии могут привести к различиям в результатах [20]. 
Тем не менее экстрактивные вещества могут служить 
критерием сравнения, если они извлечены из одних и тех 
же источников. При этом можно сравнивать вещества, 
извлеченные в результате как водной, так и органи-
ческой экстракции [21].

Рис. 2. Влияние условий водной экстракции древесины на активность Pleurotus ostreatus 0482 при глубинном  
и твердофазном культивировании: а – жидкая фаза после глубинного культивирования на среде Чапека – Докса (7-е сутки); 
b – ферментированный субстрат после твердофазного культивирования (2 месяца); с – доля компонентов древесины, 
утилизированных базидиомицетом после 2 месяцев твердофазного культивирования; d – накопление биомассы гриба 
при твердофазном культивировании на 14-e сутки (на фото) и через два месяца (на гистограмме) (К – контрольные среды; 
Lac – лакказа; LiP – лигнинпероксидаза; FPA – общая целлюлазная активность по фильтровальной бумаге; P – содержание 
белка; * – отличие от контроля при p < 0,05)
Fig. 2. Effect of water extraction conditions of wood on the activity of Pleurotus ostreatus 0482 during submerged liquid culture 
and solid state fermentation: a – liquid phase after submerged cultivation on Czapek – Dox medium (7th day); b – fermented 
substrate after solid state fermentation (2 months); c – proportion of wood components utilized by the basidiomycete after 
2 months of solid state fermentation; d – accumulation of fungus biomass solid state fermentation cultivation on the 14th day 
(in the photo) and after 2 months (in the histogram) (K – control media; Lac – laccase; LiP – lignin peroxidase; FPA – total 
cellulase activity on filter paper; P – protein content; * – difference from control at p < 0.05)
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Рис. 3. Влияние водных экстрактов древесины на скорость роста побегов (a) и динамику всхожести семян (b)  
Raphanus sativus (К – контроль с дистиллированной водой; * – отличие от контроля при p < 0,01)
Fig. 3. Effect of aqueous wood extracts on the growth rate of sprouts (a) and the dynamics of seed germinability (b)  
Raphanus sativus (К – control group with distilled water; * – difference from control at p < 0.01)
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С целью выявления комплексных различий между 
водными экстрактами W1–W3 использовалась спектро-
скопия в видимой и ультрафиолетовой (УФ) области. Хотя 
метод не является способом абсолютной идентификации 
соединений (особенно в сложных смесях), сравнение 
спектров растворов, полученных в разных условиях, 
может позволить распознать структуры, указывающие 
на определенные химические группы и связанные с 
воздействием экстрактов на биологические объекты [22].

Водные экстракты подвергались фракционированию 
с использованием гексана и хлороформа с последующей 
регистрацией УФ/видимых спектров поглощения орга-

нических и водных фаз. Такая обработка позволяет 
выделить паттерны, связывающие спектральные харак-
теристики с биологической активностью экстрактов. 
Выбор экстрагентов (вода, ε = 80,00; хлороформ, ε = 4,70; 
гексан, ε=1,89) обусловлен различиями в полярности 
и их прозрачностью в УФ-области. Вследствие того, 
что рафинат после обработки гексаном не имел мак-
симумов поглощения, его дополнительно подвергали 
фракционированию хлороформом. Максимумы погло-
щения в спектрах идентифицировали методом первой 
производной (таблица).

Сравнение спектральных характеристик выявило 
следующие особенности:

1. Максимумы поглощения регистрируются в диа-
пазоне 200–300 нм, в области более 400 нм сигналы 
отсутствуют.

2. С увеличением температуры экстракции число выяв-
ляемых пиков возрастает, что указывает на усложнение 
состава экстрактов. Это может быть связано не только 
с изменением компонентного состава экстрактивных 
веществ, но и с вариативностью их конформации [23].

3. В водных фракциях низкотемпературной экс-
тракции (W1) четкие пики часто отсутствуют.

4. Некоторые максимумы характерны только для 
определенных растворителей, что свидетельствует о 
различии в полярности соединений (в том числе разных 
хромофорных групп). Идентифицируется ограниченное 
количество максимумов поглощения – всего восемь, 
причем пики с близкими, но не совпадающими макси-
мумами поглощения (∆D < 5 нм) принимали за бато-(-
гипсо-)хромный сдвиг одного вещества в случае, если 
эти пики не появлялись одновременно в одном и том 
же спектре ни в одной серии.

Распределение пиков по сериям указывает на разную 
полярность соединений с различными максимумами 
поглощения, наиболее гидрофильные соединения имеют 
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максимумы при 209 нм. Вещества с максимумами 
230 и 277 нм менее полярны, обнаруживаются как 
в водных, так и в хлороформных фракциях. Наиболее 
неполярное соединение (238 нм) выявляется только 
в органических растворителях.

Площади пиков в спектрах фракций не аддитивны 
относительно исходных водных экстрактов (W1–W3): 
сумма площадей после последовательной экстракции 
на порядок превышает площадь пика в исходном рас-
творе. Это указывает на отсутствие линейной пропор-
циональности между концентрацией в исходном рас-
творе и оптической плотностью фракций. Аналогичный 
эффект наблюдается для модельной смеси углеводов 
и полифенола. Вероятно, при разделении веществ с 
разной полярностью их оптическая активность зна-
чительно изменяется как сама по себе, так и под вли-
янием растворителя (например, при изобестическом 
равновесии [24]).

Корреляционный анализ (p  <  0,05) показал, что 
оптическая плотность на длинах волн 224, 230, 277, 
246 и 291 нм систематически связана с биологиче-
скими эффектами:

– 224, 230 и 277 нм – отрицательная корреляция 
со всхожестью и ростом растений редиса;

– 219, 246, 291 нм – отрицательная корреляция с 
ростом B. thuringiensis;

– 246 и 291 нм – положительная корреляция с фер-
ментативной активностью P. ostreatus 0482, особенно 
лакказной и целлюлазной.

Результаты анализа координат максимумов погло-
щения (см. таблицу) и сопоставления их с литературными 
данными позволяют предположить наличие в экстрактах 
следующих классов соединений:

– лигнаны и их гликозиды (максимумы при ~230 и 
~277 нм) – вероятные фитотоксины [25, 26];

– флавоноиды, стильбены и их производные (мак-
симумы при ~246 и ~ 291 нм) – возможные индукторы 
ферментативной активности грибов.

Интерпретация пиков 246 и 291 нм сложнее, чем 
для лигнанов (230 нм). Их оптические свойства соот-
ветствуют стильбенам [27] или флавоноидам (флаво-
нолам/флаванонам). Однако ожидаемый для флаво-
ноидов пик ~310 нм не наблюдался. Обнаружение этих 
соединений в неполярных фазах после высокотемпе-
ратурной экстракции может свидетельствовать об их 
окислительной трансформации и изменении свойств2. 
Предположение о наличии флавоноидов частично под-
тверждается индукцией лакказной активности гриба 
(известный эффект флавоноидов [28]) и спектральными 
данными по модельной смеси (пик ~290 нм у дигидро-
кверцетина). Отсутствие в его спектре поглощения более 
длинноволнового пика согласуется с современными 
данными [29].

Таким образом, выявленные спектральные маркеры 
достоверно коррелируют с биологической активностью 
экстрактов. Эти маркеры могут быть использованы для:  
1) оценки экотоксичности лигноцеллюлозных отходов;  
2) оптимизации предобработки сырья для биотехнологий 
с дереворазрушающими грибами/бактериями. Пред-
ложенная схема анализа применима для выявления 
маркеров в сырье другого происхождения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Древесные отходы содержат водорастворимые экс-

трактивные вещества, оказывающие негативное влияние 
на организмы, относящиеся к разным таксономическим 

Координаты максимумов поглощения*, идентифицированных методом первой производной в спектрах поглощения 
продуктов фракционирования древесных экстрактов (цветом выделены ячейки с пиковыми значениями оптической 
плотности, цвета и их интенсивность пропорциональны величине оптической плотности)

Coordinates of absorption maxima*, identified by the first derivative method in the absorption spectra of fractionation products 
of wood extracts (cells with peak values of optical density are highlighted in color, colors and their intensity are proportional  
to the optical density value)

Фракция
Длина волны, соответствующая идентифицированным максимумам поглощения, нм

209±0,82 230±1,83 277±3,20 224±1,13 219±1,76 246±4,24 291±3,90 238,5±1,70

W1 1,621 0,990 0,460 1,100 1,227 0,566 0,351 0,773

W2 2,500 2,466 1,225 2,313 2,500 1,531 0,972 2,000

W3 0,284 0,060 0,279 0,302 0,489 0,840 0,592 0,358

W1.H 2,960 1,652 0,508 1,880 2,142 1,174 0,404 1,398

W2.H 0,000 0,000 0,456 1,152 2,500 1,463 0,868 1,182

W3.H 0,000 3,882 3,786 2,238 3,006 8,670 4,542 10,218

W1.C 0,000 2,500 1,577 1,761 0,407 1,332 0,751 5,700

W2.C 0,000 0,565 1,505 0,692 0,111 3,500 1,307 7,000

W3.C 0,000 0,506 0,528 0,690 5,000 1,040 0,800 2,138

W1.C.W 1,071 0,442 0,207 0,524 0,609 0,213 0,148 0,318

W2.C.W 4,230 9,285 4,860 5,520 1,080 2,985 2,325 7,125

W3.C.W 10,000 2,520 1,592 2,216 2,176 1,758 1,332 2,362

Примечание. * OD = f(λmax).

2Handbook of chemistry and physics / ed. R.C. Weast. Boca Raton: CRC Press, 1979. 499 р.
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и экологическим группам (бактерии, базидиомицеты и 
высшие растения), причем степень воздействия про-
порциональна времени и температуре экстракции. Это 
может иметь отрицательные экологические последствия, 
особенно на территориях, где накапливаются отходы 
лесозаготовки и деревопереработки. Учитывая сложность 
химического состава растительного сырья, зависящего 
от видовых особенностей, условий произрастания и спо-
собов переработки, актуальным является выявление 
доступных и показательных количественных критериев, 
позволяющих оценить возможный экологический ущерб 
от размещения древесных отходов в биоценозах.

Сравнительный анализ показал, что, хотя УФ/видимые 
спектры растворов и не позволяют однозначно прогно-
зировать биологическую активность, использование 
органических экстрагентов усиливает спектральные 

сигналы, отражающие различия в химическом составе 
и биологической активности. Выявленные паттерны вза-
имосвязи спектральных характеристик и биологической 
активности могут служить индикаторами потенциального 
воздействия древесных отходов на окружающую среду, 
а также использоваться для скрининга биологически 
активных компонентов с перспективой их дальнейшего 
изучения.

По всей видимости, предложенный подход, объе-
диняющий экстракцию, спектроскопический анализ и 
биотестирование, может обладать универсальностью. 
Это позволяет предположить его потенциальную приме-
нимость для широкого спектра научных и прикладных 
задач, связанных с биотрансформацией и оценкой эко-
логической значимости других видов лигноцеллюлозных 
отходов.
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Использование бактериальной целлюлозы в процессе  
получения энзиматически активной биомассы  

дрожжей Debaryomyces hansenii – биокатализатора  
энантиоселективного восстановления  

ацетофенона в S-1-фенилэтанол

Н.И. Петухова, С.А. Колобова , В.В. Зорин

Уфимский государственный нефтяной технический университет, Уфа, Российская Федерация

Аннотация. Работа посвящена исследованию возможности применения биокомпозита на основе бактериальной 
целлюлозы и дрожжей Debaryomyces hansenii в энантиоселективном биокатализе для получения энантиомерно 
чистых вторичных спиртов. В результате тестирования трех штаммов дрожжей Debaryomyces hansenii выявлен 
штамм Д-43-1, биомасса которого в присутствии экзогенного восстановителя (изопропанола) энантиоселективно 
восстанавливает ацетофенон в S-1-фенилэтанол высокой энантиомерной чистоты (не менее 99%). Иммобили-
зацией клеток Debaryomyces hansenii Д-43-1 на гель-пленке бактериальной целлюлозы получен биокомпозит для 
исследования эффективности его использования в качестве биокатализатора для восстановления ацетофенона 
или иммобилизованного инокулята для получения биомассы дрожжей с карбонилредуктазной активностью. 
Установлено, что использование биокомпозита как биокатализатора невозможно: продукт восстановления 
ацетофенона не обнаруживается в реакционной смеси. В то же время применение биокомпозита в качестве 
иммобилизованного инокулята позволяет интенсифицировать процесс получения энзиматически активной 
биомассы дрожжей, пригодной для энантиоселективного восстановления ацетофенона в энантиомерно чистый 
S-1-фенилэтанол. Выход биомассы, достигнутый с использованием иммобилизованного инокулята в первом 
цикле ферментации, был в 3 раза больше по сравнению с планктонным инокулятом. В четырех повторных 
ферментациях в течение 15-часового культивирования стабильно достигается выход биомассы около 13 г/л, 
который почти в 2 раза превышает уровень, достигнутый за тот же промежуток времени при использовании 
планктонного посевного материала. Показано, что биомасса, полученная с использованием биокомпозита, 
может быть использована многократно. При концентрации биомассы 40 г/л (по сухому весу) выход продукта 
стабильно достигает 86–88% в течение четырех циклов трансформации и только в пятом цикле снижается до 65%.

Ключевые слова: бактериальная целлюлоза, Debaryomyces hansenii, иммобилизация клеток, энантиоселек-
тивный биокатализ, ацетофенон, S-1-фенилэтанол
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Use of bacterial cellulose to produce enzymatically  
active biomass of Debaryomyces hansenii yeast –  
a biocatalyst for the enantioselective reduction  

of acetophenone to S-1-phenylethanol

Nadezhda I. Petukhova, Svetlana A. Kolobova , Vladimir V. Zorin

Ufa State Petroleum Technological University, Ufa, Russian Federation

Abstract. The study investigates the potential use of a biocomposite composed of bacterial cellulose and Debaryomyces 
hansenii yeast in enantioselective biocatalysis to produce enantiopure secondary alcohols. As a result of testing 
three strains of Debaryomyces hansenii yeast, it was determined that in the presence of an exogenous reducing 
agent (isopropanol), the biomass of strain D-43-1 reduces acetophenone enantioselectively to highly enantiopure 
S-1-phenylethanol (at least 99%). Cell immobilization of the Debaryomyces hansenii strain D-43-1 on a bacterial cellulose 
gel film yielded a biocomposite for the study of its effectiveness as a biocatalyst for acetophenone reduction or as an 
immobilized inoculum for the production of yeast biomass with carbonyl reductase activity. The use of biocomposite 
as a biocatalyst was found to be impossible: the product of acetophenone reduction was not detected in the reaction 
mixture. When used as an immobilized inoculum, biocomposite intensifies the production of enzymatically active 
yeast biomass suitable for the enantioselective reduction of acetophenone to enantiopure S-1-phenylethanol. The 
biomass yield achieved in the first fermentation cycle using the immobilized inoculant is three times higher than that 
produced using the planktonic inoculum. Four repeated fermentations during a 15-hour cell culture consistently 
achieve a biomass yield of approximately 13 g/L, which is almost twice the level achieved over the same period of 
time using planktonic inoculum. Biomass obtained using the biocomposite was shown to be reusable. At a biomass 
dry weight concentration of 40 g/L, the product yield consistently reaches 86–88% during the four transformation 
cycles, decreasing to 65% only in the fifth cycle.

Keywords: bacterial cellulose, Debaryomyces hansenii, cell immobilization, enantioselective biocatalysis, acetophenone, 
S-1-phenylethanol

For citation: Petukhova N.I., Kolobova S.A., Zorin V.V. Use of bacterial cellulose to produce enzymatically active 
biomass of Debaryomyces hansenii yeast – a biocatalyst for the enantioselective reduction of acetophenone to 
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ВВЕДЕНИЕ
Бактериальная целлюлоза представляет собой при-

родный полимер, пригодный для создания функцио-
нальных композиционных материалов, находящих свое 
применение в медицине, электронике и электротехнике, 
текстильной, бумажной и пищевой промышленности [1–5]. 
Биополимер синтезируется рядом грамотрицательных и 
грамположительных бактерий, среди которых наиболее 
эффективными продуцентами являются представители 
родов Komagataeibacter и Novacetimonas [2, 3]. При 
культивировании этих микроорганизмов в статических 
условиях целлюлоза образуется на границе раздела 
вода – воздух в виде гель-пленки [6]. 

Благодаря своей уникальной трехмерной структуре, 
высокой прочности, влагоудерживающей способности, 
а также совместимости с живыми организмами гель-
пленка бактериальной целлюлозы в настоящее время 
рассматривается как перспективный носитель для иммо-
билизации микроорганизмов, позволяющий получать 
биокомпозитные материалы с заданными практически 
важными функциями [7, 8]. В частности, на основе гель-
пленки бактериальной целлюлозы и клеток микроорга-

низмов могут быть созданы повязки с антимикробными 
свойствами для лечения ран [9], упаковки для пищевых 
продуктов [10], системы доставки пробиотиков [11], 
компоненты биоэлектрокаталитических устройств (био-
сенсоров, микробных топливных ячеек [12, 13], сорбенты 
для адсорбции тяжелых металлов [14], биокатализаторы 
для трансформации органических соединений [15, 16]. 

Показано, что биокомпозиты бактериальной цел-
люлозы с микроорганизмами позволяют интенсифи-
цировать биотехнологические процессы, в том числе 
биодеградацию экотоксикантов [17, 18], полимеризацию 
фенольных соединений [15], получение этанола [19], 
лимонной кислоты [20], лизина [1], астаксантина [21].

Ранее нами был разработан биокомпозит бакте-
риальной целлюлозы с галорезистентными дрожжами 
Debaryomyces hansenii Д-43-1, способными дегради-
ровать фенол [17]. Установлено, что в присутствии такого 
биокомпозита процесс деградации фенола протекает 
при более высоких концентрациях токсиканта и за 
более короткий промежуток времени по сравнению 
с планктонной дрожжевой культурой [17, 22]. Вместе 
с тем известно, что дрожжи вида D. hansenii имеют 
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большой потенциал биотехнологического и коммерче-
ского применения [23–27]. Они широко используются в 
пищевой промышленности для производства молочных 
и мясных продуктов [24, 26]. На их основе разработаны 
биосенсоры [25], создаются генно-инженерные про-
дуценты рекомбинантных белков и пептидов [27]. 
Биомасса дрожжей, полученная культивированием 
микроорганизмов на промышленных отходах, может 
служить источником кормового белка и липидов [24, 26]. 
Кроме того, дрожжи D. hansenii способны продуцировать 
практически важные ферменты, полиолы, флавоноиды, 
рибофлавин, вещества, контролирующие развитие пато-
генных микроорганизмов и др. [23, 24, 26, 27]. Все это 
делает актуальным поиск новых областей применения 
биокомпозитов бактериальной целлюлозы с дрожжами 
D. hansenii.

Одной из перспективных областей применения 
дрожжей D. hansenii является энантиоселективный биока-
тализ. Обнаружено, что клетки ряда штаммов D. hansenii 
могут быть использованы в качестве энантиоселективных 
биокатализаторов для асимметрического восстанов-
ления прохиральных карбонилсодержащих соединений 
в энантиомерно чистые вторичные спирты  [28–30], 
необходимые для синтеза хиральных биологически 
активных веществ, имеющих промышленное значение 
для фармацевтики и агрохимии [31, 32]. В том числе 
показано, что энантиоселективным восстановлением 
ацетофенона с помощью дрожжей D. hansenii может 
быть получен S-1-фенилэтанол – предшественник ряда 
фармакозначимых соединений [33, 34].

Целью настоящей работы являлось исследование 
возможности применения биокомпозита на основе 
бактериальной целлюлозы и дрожжей D. hansenii для 
интенсификации процесса получения энантиомерно 
чистого S-1-фенилэтанола. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В качестве объектов исследования использовались 

дрожжевые штаммы D. hansenii Y-1889 и Y-1554, полу-
ченные из Всероссийской коллекции промышленных 
микроорганизмов, а также дрожжи D. hansenii Д-43-1 и 
бактерии Komagataeibacter sucrofermentans НЦ-12 из 
коллекции культур микроорганизмов кафедры биохимии и 
технологии микробиологических производств Уфимского 
государственного технического университета (г. Уфа, 
Россия). Идентификация штамма K. sucrofermentans 
НЦ-12 осуществлена на основе анализа последова-
тельности 16S РНК в Биоресурсном центре Всерос-
сийской коллекции промышленных микроорганизмов 
Государственного научно-исследовательского института 
генетики и селекции промышленных микроорганизмов 
Национального исследовательского центра «Курчатовский 
институт» (г. Москва, Россия). Штамм D. hansenii Д-43-1 
идентифицирован на основании морфологических и 
физиолого-биохимических характеристик в соответствии 
с определителем дрожжей Курцмана [35].

Для исследования способности клеток дрожжей 
осуществлять восстановление ацетофенона получали 
биомассу микроорганизмов культивированием при 
25±1 °С на агаризованной питательной среде следующего 
состава, г/л: глюкоза – 10,0; дрожжевой автолизат – 5,0;  

NaCl – 0,5; MgSO4 – 0,4; (NH4)2SO4 – 3,0; KH2PO4 – 1,0; 
K2HPO4 – 0,1; агар микробиологический  – 15,0.  
Биомассу дрожжей собирали с поверхности среды, 
суспендировали в 0,05 М фосфатном буфере (рН 7), оса-
ждали центрифугированием при 10000 об/мин в течение 
3 мин и использовали в качестве биокатализатора.

Восстановление ацетофенона с помощью клеток 
дрожжей проводили при 30±1 °С в 0,05 М фосфатном 
буфере (рН 7), содержащем 5% изопропанола (в качестве 
экзогенного восстановителя), 5 г/л ацетофенона 
(в качестве субстрата). Биомассу вносили в реакционную 
смесь в концентрации 20 или 40 г/л (АСВ1) в зависи-
мости от цели эксперимента. При изучении влияния 
субстрата и экзогенного восстановителя на восстанов-
ление ацетофенона с помощью штамма D. hansenii 
Д-43-1 концентрацию кетона в буфере варьировали 
от 0 до 15 г/л, а содержание изопропанола изменяли 
от 0 до 30%. 

Для текущего контроля концентрации ацетофенона 
и S-1-фенилэтанола пробы реакционной смеси цен-
трифугировали при 10000 об/мин в течение 3 мин, 
дважды экстрагировали этилацетатом и осушали без-
водным сульфатом магния. Концентрацию субстрата 
и продукта в экстрактах определяли на хроматографе 
Chromatec-Crystal 5000.2 (ЗАО «СКБ Хроматек», Россия) 
с пламенно-ионизационным детектором на хиральной 
капиллярной колонке Supelco BetaDEX 110 (30 м × 
0,25 мм × 0,25 мкм). Режим анализа: температура 
испарителя – 220 °С, температура детектора – 220 °С, 
температура колонки – 60–220 °С, скорость нагрева– 
5 °С/мин, давление газа-носителя – 100 кПа, расход 
водорода – 25 мл/мин, расход воздуха – 250 мл/мин, 
газ-носитель – гелий. В качестве стандартных образцов 
использовали рацемическую смесь 1-фенилэтанола и 
S-(-)-1-фенилэтанол (Sigma-Aldrich, США).

Для выделения продукта реакции с целью анализа 
методами ядерного магнитного резонанса (ЯМР) реак-
ционную массу центрифугировали при 10000 об/мин 
в течение 10 мин. Продукт трансформации, содержа-
щийся в супернатанте, высаливали с помощью хлорида 
натрия и троекратно экстрагировали равным объемом 
диэтилового эфира. Экстракт осушали безводным 
сульфатом магния, концентрировали на ротационном 
испарителе RV10 digital (IKA, Германия) и фракциони-
ровали на хроматографической колонке с силикагелем 
Merk 60 (0,063–0,200 мм) с использованием в качестве 
элюента смеси гексана и этилацетата (8:1). Спектры 
ЯМР регистрировали на спектрометре BrukerAM-300 
(Bruker, Германия) в растворах CDCl3 (рабочая частота 
500,13 МГц для 1Н и 126,76 МГц для 13С). За внутренний 
стандарт принимали значение сигналов хлороформа: в 
ЯМР 1Н – примесь протонов в дейтерированном раство-
рителе (δ 7,27 м.д.), в ЯМР 13С – средний сигнал CDCl3 

(δ 77,00 м.д.). Спектральные характеристики S-1-фе-
нилэтанола совпадают с литературными данными [36]. 

При исследовании роста дрожжей D. hansenii Д-43-1 
на агаризованной питательной среде оценивали выход 
биомассы (в расчете на одну чашку Петри) и ее карбо-
нилредуктазную активность через 1, 2, 3 и 4 суток куль-
тивирования. Для оценки выхода биомассу, собранную 
с одной чашки Петри, суспендировали 5 мл 0,05 М 

1АСВ – абсолютно сухое вещество.
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фосфатного буфера (рН 7), после чего осаждали цен-
трифугированием при 10000 об/мин в течение 3 мин. 
Количество собранной сырой биомассы оценивали 
гравиметрически. Карбонилредуктазную активность 
биомассы определяли по начальной скорости накопления 
S-1-фенилэтанола в процессе восстановления ацето-
фенона в оптимальных условиях (0,05 М фосфатный 
буфер (рН 7), 10% изопропанола, 5 г/л субстрата и 40 г/л 
биомассы (АСВ), 30±1 °С, 1 ч). 

Гель-пленки бактериальной целлюлозы получали в 
процессе культивирования уксуснокислых бактерий 
K. sucrofermentans НЦ-12 [37] в статических условиях 
при 30 °С в колбах на 250 мл, содержащих 100 мл 
среды Хестрина – Шрамма [38] с 1% этанола, в течение 
12 суток. По окончании культивирования гель-пленки 
полимера извлекали из культуральной жидкости, про-
мывали дистиллированной водой и помещали в 0,5 М 
раствор NaOH для разрушения клеток продуцента. Раз-
рушение клеток осуществляли при температуре 80 °С в 
течение 30 мин. Затем полимерные пленки промывали 
дистиллированной водой до достижения нейтрального 
Рh и использовали для иммобилизации дрожжей.

Иммобилизацию клеток дрожжей D. hansenii Д-43-1 
на гель-пленках целлюлозы осуществляли адсорбци-
онно-инкубационным методом. Для адсорбции клеток 
образцы пленок массой около 34 г помещали в колбы 
объемом 250 мл, содержащие 20 мл суспензии дрожжей 
в жидкой питательной среде, и перемешивали при 
180 об/мин в течение 3 ч. Затем избыток среды декан-
тировали и промывали пленки 50 мл стерильной воды 
(перемешивание при 180 об/мин в течение 15 мин). 
После декантирования воды пленки инкубировали в 
статических условиях течение 3 суток при 30 °С. 

Содержание биомассы дрожжей в биокомпозитах 
оценивали по концентрации клеточной массы в фер-
ментативных гидролизатах, полученных путем гидролиза 
пленок целлюлолитическим препаратом Целлолюкс F. 
Концентрацию биомассы в гидролизатах определяли 
турбометрически при длине волны 540 нм на фотоэ-
лектроколориметре КФК-2 (ПО «Загорский оптико-ме-
ханический завод», Россия).

Культивирование дрожжей D. hansenii Д-43-1 в жидкой 
питательной среде с использованием биокомпозита как 
иммобилизованного инокулята осуществляли в колбах 
на 250 мл, в которые вносили образцы гель-пленок 
композита (около 34 г) и 30 мл питательной среды. В 
качестве контроля использовали среду того же объема, 
засеянную планктонным инокулятом до конечной концен-
трации биомассы 1 г/л (АСВ). Культивирование проводили 
при 25±1 °С, 220 об/мин. По окончании ферментации 
культуральную жидкость декантировали. Для повторной 
ферментации биокомпозит заливали свежей порцией 
питательной среды. Рост дрожжей в жидких культурах 
оценивали турбометрически при длине волны 540 нм 
на фотоэлектроколориметре КФК-2.

Восстановление ацетофенона с помощью клеточной 
массы D. hansenii Д-43-1, полученной в процессах фер-
ментации с использованием иммобилизованного ино-
кулята, выделенной из культуральной жидкости, осущест-
вляли в 0,05 М фосфатном буфере (рН 7), содержащем 
10% изопропанола, 5 г/л субстрата и 40 г/л биомассы 
(АСВ), при 30±1 °С в течение 1 ч. В экспериментах по 
исследованию возможности повторного использования 

биокатализатора биомассу после окончания первого 
цикла трансформации отделяли от жидкой фракции реак-
ционной смеси центрифугированием при 10000 об/мин  
в течение 5 мин. Для проведения последующего цикла 
трансформации биомассу суспендировали в свежем буфере, 
содержащем 5 г/л ацетофенона и 10% изопропанола. 

Для восстановления ацетофенона с помощью 
образцов культуральной жидкости в них вносили аце-
тофенон и изопропанол в концентрации 5 г/л и 10% 
соответственно. Реакцию проводили при 30±1 °С. Выход 
S-1-фенилэтанола в реакции с культуральной жидкостью 
оценивали через 2 ч трансформации. 

Трансформацию ацетофенона в присутствии био-
композита как иммобилизованного биокатализатора 
проводили при 30±1 °С при перемешивании на шейкере 
(180 об/мин) в течение 2 ч. Образцы биокомпозита 
массой 5 г вносили в 10 мл 0,05 М фосфатного буфера 
(Рh 7), содержащего 5 г/л субстрата и 10% этанола.  
В экспериментах по поиску условий трансформации 
концентрацию субстрата и изопропанола увеличивали 
до 15 г/л и 30% соответственно.

Все эксперименты проводили в трех повторностях. 
Полученные данные обрабатывали с использованием 
компьютерной программы Microsoft Excel.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Получение биомассы дрожжей и исследование спо-

собности восстанавливать ацетофенон. Асимметрическое 
восстановление прохиральных карбонилсодержащих 
соединений с помощью клеток микроорганизмов широко 
применяется в энантиоселективном биокатализе для 
получения энантиомерно чистых вторичных спиртов 
[32, 39, 40]. Восстановление катализируется внутри-
клеточными алкогольдегидрогеназами/карбонилредук-
тазами, использующими в качестве восстановителя 
NADH или NADPH [41, 42]. При использовании клеточных 
биокатализаторов процесс осуществляют в присутствии 
экзогенного восстановителя (глюкозы, изопропанола, 
этанола и др.), который используется для регенерации 
восстановленной формы коферментов [41]. 

На первом этапе исследования с целью поиска пер-
спективного энантиоселективного клеточного биокатали-
затора с карбонилредуктазной активностью исследовали 
способность трех штаммов D. hansenii, представленных 
в таблице, восстанавливать ацетофенон. Для трансфор-
мации использовали биомассу, полученную культивиро-
ванием дрожжей на агаризованной питательной среде в 
течение 3 суток. В качестве экзогенного восстановителя 
использовали изопропанол, который может не только 
регенерировать кофермент, но также увеличивать рас-
творимость гидрофобных субстратов в воде и повышать 
энантиоселективность клеточного биокатализатора – как 
полагают, за счет подавления активности сопутствующих 
ферментов, восстанавливающих субстрат с образованием 
антипода целевого энантиомера спирта [36, 42].

В результате исследования было обнаружено, что 
клетки двух штаммов дрожжей D. hansenii (Д-43-1 и 
ВКПМ Y-1889) восстанавливают ацетофенон в 0,05 М 
фосфатном буфере (РН 7), содержащем 5 г/л субстрата и 
10% изопропанола, в S-1-фенилэтанол с высокой энантио-
мерной чистотой (не менее 99% энантиомерного избытка), 
тогда как третий штамм (D. hansenii ВКПМ Y-1554) не 
работает в исследуемых условиях (см. таблицу, рис. 1). 
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Рис. 1. Восстановление ацетофенона в S-1-фенилэтанол  
с помощью клеток дрожжей Debaryomyces hansenii Д-43-1  
и ВКПМ Y-1889 в присутствии изопропанола 

Fig. 1. Reduction of acetophenone to S-1-phenylethanol 
using yeast cells Debaryomyces hansenii D-43-1  
and VKPM Y-1889 in the presence of isopropanol

Наиболее высокий выход S-1-фенилэтанола 
(более 80%) был получен при использовании штамма 
D.  hansenii Д-43-1. Причем для достижения этого 
результата потребовалось вдвое меньшее количества 
биомассы и более короткий промежуток времени по 
сравнению с использованием штамма D. hansenii ВКПМ 
Y-1889 (см. таблицу), в связи с чем штамм D. hansenii 
Д-43-1 был выбран как перспективный для дальнейшего 
исследования.

Следует отметить, что в литературе имеется сообщение 
об одном штамме D. hansenii NCAIM Y00468, который 
также проявлял карбонилредуктазную активность в 
присутствии изопропанола [43]. С помощью лиофилизи-
рованных и регидратированных клеток этого микроор-
ганизма восстановление ацетофенона и его аналогов 
протекает энантиоселективно с образованием спиртов 
S-конфигурации. При восстановлении ацетофенона так 
же, как и в случае использования D. hansenii Д-43-1, 
удается получить S-1-фенилэтанол с энантиомерным 
избытком 99%, но с меньшим выходом (63%) и при 
более низкой концентрации субстрата.

При исследовании условий восстановления ацето-
фенона с помощью клеток штамма D. hansenii Д-43-1 
(20 г/л АСВ) было установлено, что оптимальной концен-
трацией субстрата является 5 г/л (рис. 2). В отсутствии 
изопропанола выход продукта через 2 ч составил не 
более 12% (см. рис. 2, b), что подтверждает участие 
изопропанола как экзогенного восстановителя в иссле-
дуемом процессе. Наибольший выход продукта был 
достигнут в области концентрации 5–10% изопропанола 
(см. рис. 2, b). Исследование энантиомерного состава 
продуктов восстановления показало, что независимо от 
концентрации субстрата или экзогенного восстановителя 
образуется S-1-фенилэтанол высокой энантиомерной 
чистоты (см. рис. 2).

Установлено, что при культивировании дрожжей на 
агаризованной питательной среде наибольшая карбо-
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Рис. 2. Зависимость выхода и энантиомерного избытка S-1-фенилэтанола от начальной концентрации субстрата (а)  
и экзогенного восстановителя (b) в процессе восстановления ацетофенона в присутствии биомассы дрожжей 
Debaryomyces hansenii Д-43-1
Fig. 2. Yield and enantiomeric excess of S-1-phenylethanol versus the initial concentration of substrate (a) and exogenous 
reducing agent (b) in the process of acetophenone reduction in the presence of yeast biomass Debaryomyces hansenii D-43-1 
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нилредуктазная активность биомассы D. hansenii Д-43-1 
достигается через 72 ч, что соответствует началу ста-
ционарной фазы роста культуры (рис. 3). Дальнейшее 
увеличение продолжительности культивирования до 96 ч 
приводит к снижению активности биомассы почти на 30%.
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Рис. 3. Выход и карбонилредуктазная активность 
биомассы Debaryomyces hansenii Д-43-1  
в зависимости от продолжительности роста  
на агаризованной питательной среде

Fig. 3. Yield and carbonyl reductase activity of Debaryomyces 
hansenii D-43-1 biomass depending on the duration  
of growth on an agarized nutrient medium

Получение биокомпозита и исследование возмож-
ности его использования в качестве биокатализатора для 
восстановления ацетофенона. На втором этапе работы 
клетки D. hansenii Д-43-1 были иммобилизованы на гель-
пленках бактериальной целлюлозы. Гель-пленки получали 
с помощью бактериального штамма K. sucrofermentans 
НЦ-12 [37], способного продуцировать целлюлозу при 
культивировании на среде Хестрина – Шрамма [38], 
содержащей 1% этанола. В результате культивирования 
бактерий в статических условиях были получены гель-
пленки со средней массой 34 г, в которых содержание 
целлюлозы (АСВ) составило около 1,5%. Иммобилизацию 
дрожжей осуществляли адсорбционно-инкубационным 
методом. При этом инкубирование клеток дрожжей, 
адсорбированных в течение 3 ч на носителе, пропи-
танном питательными компонентами, осуществляли в 
течение 72 ч по аналогии с культивированием микро-
организмов на агаризованной среде (см. рис. 3). В 
результате иммобилизации были получены образцы 
биокомпозитов, содержащие около 70 мг биомассы 
дрожжей (АСВ) в 1 г сырого полимера.

Далее образцы полученного биокомпозита были 
разрезаны на фрагменты и использованы для иссле-
дования возможности их применения в качестве био-
катализатора для восстановления ацетофенона. Биока-
тализатор массой 5 г вносили в буфер объемом 10 мл, 
содержащий оптимальные концентрации субстрата и 
восстановителя. Однако образование продукта восста-
новления ацетофенона в этих условиях не было обна-
ружено. Варьирование концентрациями субстрата (от 7 
до 15 г/л), экзогенного восстановителя (от 15 до 30%), 
а также двукратное увеличение содержания биоком-
позита тоже не привели к успеху.

Инкубирование биокомпозита в жидкой питательной 
среде. Согласно современным представлениям, иммо-
билизованные клетки микроорганизмов находятся в 
особенном состоянии, отличном от стационарной фазы 
роста свободных клеток [44]. Более того, отмечается, что 
в результате иммобилизации клеток может происходить 
изменение ферментативной активности, появление новых 
функциональных белков и метаболитов, например, у 
иммобилизованных клеток ряда дрожжей было отмечено 
увеличение концентрации ферментов, участвующих в 
анаэробных процессах, гликолизе [44]. Можно ожидать, 
что клетки D. hansenii Д-43-1, иммобилизованные на 
бактериальной целлюлозе, также могут биохимически 
отличаться от клеток стационарной фазы роста, выра-
щенных на поверхности агаризованной среды, в том 
числе отсутствием карбонилредуктазной активности.

С целью изменения биохимических характеристик 
клеток, иммобилизованных на целлюлозе, образцы 
биокомпозита были помещены в свежую питательную 
среду и инкубированы при 25±2 °С и 220 об/мин в 
течение 32 ч. В процессе культивирования образцы 
биокомпозита периодически отбирали и тестировали 
на способность осуществлять восстановление ацето-
фенона. Однако ни один из образцов не проявил кар-
бонилредуктазную активность (рис. 4).
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Рис. 4. Выход S-1-фенилэтанола при использовании 
в качестве биокатализатора образцов культуральной 
жидкости и биокомпозита, полученных при различной 
продолжительности ферментации

Fig. 4. Yield of S-1-phenylethanol when culture liquid and 
biocomposite samples obtained with different fermentation 
duration used as a biocatalyst

Вместе с тем было обнаружено, что в процессе 
культивирования дрожжевые клетки могут выходить из 
гель-пленки целлюлозы в питательную среду и проявлять 
в ней карбонилредуктазную активность. Добавление 
ацетофенона и изопропанола (в концентрации 5 г/л 
и 10% соответственно) к 1 мл культуральной жидкости 
и последующее инкубирование при 30 °С позволило 
обнаружить накопление S-1-фенилэтанола в реакционной 
смеси. Наибольший выход продукта (около 80%) был 
получен с помощью образцов культуральной жидкости, 
отобранных через 8 и 16 ч ферментации (см. рис. 4). 
Дальнейшее увеличение продолжительности культи-
вирования сопровождалось снижением восстанови-
тельных свойств культуральной жидкости. Выход продукта  

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour


521

Петухова Н.И., Колобова С.А., Зорин В.В. Использование бактериальной целлюлозы в процессе получения… 
Petukhova N.I., Kolobova S.A., Zorin V.V. Use of bacterial cellulose to produce enzymatically active biomass…  

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour 

S-1-фенилэтанола, полученного с помощью образца 
культуральной жидкости, взятого через 32 ч фермен-
тации, не превышал 44%. 

Установлено, что в процессе культивирования био-
композита концентрация биомассы в культуральной 
жидкости увеличивается до 21 г/л (АСВ) (рис. 5). Такое 
существенное увеличение невозможно объяснить только 
лишь десорбцией дрожжевых клеток из гель-пленки 
целлюлозы. Очевидно, вышедшие из биокомпозита 
клетки способны к активному росту в жидкой питательной 
среде, что позволяет рассматривать биокомпозит как 
иммобилизованный инокулят для получения свободных 
клеток штамма D. hansenii Д-43-1. 
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Рис. 5. Накопление биомассы Debaryomyces hansenii 
Д-43-1 при использовании иммобилизованного 
и планктонного инокулята 

Fig. 5. Accumulation of Debaryomyces hansenii D-43-1 
biomass using an immobilized and planktonic inoculum

В работе [45] показано, что иммобилизованный 
инокулят, созданный путем иммобилизации в криогеле 
поливинилового спирта клеток Chlorella vulgaris, позволяет 
интенсифицировать процесс получения биомассы сво-
бодных клеток при культивировании микроводорослей 
в миксотрофных условиях. Увеличение исходной кон-
центрации иммобилизованных клеток, вводимых в 
среду вместе с носителем, приводит к значительному 
повышению скорости накопления потомственных сво-
бодных клеток в среде. При использовании иммоби-
лизованного инокулята в оптимальной концентрации 
этот показатель был почти в 4 раза выше, чем при 
применении в качестве посевного материала неза-
крепленных клеток (10% от объема среды). 

Сравнение роста дрожжей D. hansenii Д-43-1 при куль-
тивировании в присутствии биокомпозита с контрольной 
ферментацией, в которой в качестве посевного материала 
использовалась суспензия свободных клеток в концентрации 
1 г/л (АСВ), показало, что в случае иммобилизованного 
инокулята накапливается в 3 раза больше биомассы, 
нежели в контроле с планктонным инокулятом (см. рис. 5). 

Обнаружено, что иммобилизованный инокулят 
можно применять для получения биомассы много-
кратно (рис. 6). В повторных ферментациях в течение 
15-часового культивирования стабильно достигается 
высокий выход биомассы (около 13 г/л), который почти 
в 2 раза превышает уровень, достигнутый за тот же 
промежуток времени при использовании планктонного 
посевного материала (см. рис. 5 и 6). 

Рис. 6. Рост дрожжей Debaryomyces hansenii Д-43-1 
в повторных ферментациях с использованием 
иммобилизованного инокулята (пунктирными стрелками 
отмечено время замены культуральной жидкости  
в реакторе свежей средой)

Fig. 6. Growth of yeast Debaryomyces hansenii D-43-1  
in repeated fermentations using an immobilized inoculum 
(the dotted arrows indicate the time of replacement  
of the culture liquid in the reactor with a fresh medium)

Исследование способности планктонной био-
массы, полученной с помощью иммобилизованного 
инокулята, восстанавливать ацетофенон. Для оценки 
пригодности биомассы свободных клеток дрожжей, 
полученных в результате культивирования иммобили-
зованного инокулята, для восстановления ацетофенона в  
S-1-фенилэтанол была осуществлена 15-часовая фермен-
тация, обеспечивающая высокую карбонилредуктазную 
активность культуральной жидкости (см. рис. 4). Затем 
отмытая от среды биомасса была испытана на способность 
восстанавливать ацетофенон в оптимальных условиях.

В результате исследования было установлено, что 
полученная биомасса является эффективным энантио-
селективным биокатализатором и позволяет получать 
S-1-фенилэтанол высокой энантиомерной чистоты (99,9% 
энантиомерного избытка) с выходом 88% (рис. 7, цикл 1). 
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Рис. 7. Выход и энантиомерная чистота S-1-фенилэтанола 
при многократном использовании в качестве 
биокатализатора биомассы дрожжей, полученной  
с помощью иммобилизованного инокулята
Fig. 7. Yield and enantiomeric purity of S-1-phenylethanol 
with repeated use of yeast biomass obtained using  
an immobilized inoculum as a biocatalyst
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Биокатализатор в концентрации 40  г/л (АСВ) может 
использоваться повторно для восстановления аце-
тофенона в энантиомерно чистый S-1-фенилэтанол 
в течение четырех циклов трансформации без суще-
ственного снижения выхода продукта (см. рис. 7). Однако 
в пятом цикле выход продукта снижается до 65%, что 
ограничивает возможность дальнейшего эффективного 
использования биокатализатора. 

При исследовании биокаталитических свойств 
образцов биомассы, выделенных из культуральных 
жидкостей повторных ферментаций, обнаружено, что 
все они проявляют карбонилредуктазную активность 
и позволяют получать S-1-фенилэтанол высокой энан-
тиомерной чистоты (не менее 99 % энантиомерного 
избытка) практически с таким же выходом, как после 
первой ферментации (рис. 8). 
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Рис. 8. Выход S-1-фенилэтанола в процессе восстановления 
ацетофенона с помощью образцов культуральной жидкости 
и биомассы, полученных при многократном использовании 
иммобилизованного инокулята

Fig. 8. Yield of S-1-phenylethanol in the process  
of acetophenone reduction using culture fluid and biomass 
samples obtained by repeated use of an immobilized inoculum

Вместе с тем было обнаружено, что, если биомассу не 
выделять из ростовой среды и использовать в качестве 
биокатализатора саму культуральную жидкость, не всегда 
можно осуществить восстановление ацетофенона. Только 
в случае образца культуральной жидкости из первой 
ферментации образуется S-1-фенилэтанол с высоким 
выходом 81% (см. рис. 8). При использовании образцов 
культуральной жидкости, полученных в повторных фер-

ментациях, реакция восстановления ацетофенона не 
протекала, несмотря на присутствие в них дрожжевых 
клеток с карбонилредуктазной активностью. Это ука-
зывает на наличие в культуральных жидкостях, полученных 
во второй и последующих ферментациях, ингибиторов 
карбонилредуктазной активность клеток. Возможно, что 
накоплением таких ингибиторов в гель-пленке целлюлозы 
в процессе иммобилизации дрожжей объясняется отсут-
ствие карбонилредуктазной активности у биокомпозита. 
Можно также полагать, что ингибиторы, образующиеся в 
пленке, выделяются из нее в культуральную жидкость во 
время ферментации и подавляют активность свободных 
клеток. В таком случае предотвращение их образования 
или удаление in situ может привести к появлению кар-
бонилредуктазной активности у биокомпозита.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, продемонстрирована перспек-

тивность применения бактериальной целлюлозы на 
стадии подготовки клеточного биокатализатора для 
интенсификации процессов получения энантиомерно 
чистых спиртов асимметрическим восстановлением 
прохиральных карбонилсодержащих предшественников.

На примере дрожжей D. hansenii Д-43-1, клетки 
которых способны энантиоселективно восстанавливать 
ацетофенон в S-1-фенилэтанол в присутствии изопро-
панола, показано, что бактериальная целлюлоза может 
быть использована в качестве матрицы для получения 
иммобилизованного инокулята. Применение такого ино-
кулята позволяет накапливать энзиматически активную 
биомассу микроорганизмов с карбонилредуктазной 
активностью более эффективно, чем при использовании 
планктонного посевного материала. Иммобилизованный 
инокулят может быть использован многократно, что 
открывает перспективу для дальнейшей разработки 
способа получения энзиматически активной биомассы 
D. hansenii Д-43-1 в непрерывном режиме.

Биомасса свободных клеток, полученная с приме-
нением иммобилизованного инокулята, после выделения 
из культуральной жидкости способна восстанавливать 
ацетофенон в энантиомерно чистый S-1-фенилэтанол (не 
менее 99% энантиомерного избытка) с выходом 88%. 
На примере биомассы, полученной после первой фер-
ментации, показано, что она может быть использована 
повторно в течение четырех циклов без существенного 
снижения выхода продукта. Только в пятом цикле выход 
продукта снижается до 65%.
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Аннотация. Трюфелевые грибы (Tuber sp.) являются одними из самых редких и ценных грибов, обладающих 
высокой пищевой ценностью и биотехнологическим потенциалом. Мицелий трюфелевых грибов и их плодовые 
тела богаты белком и могут выступать источником биологически активных соединений. Целью исследо-
вания являлась оценка влияния пищевой добавки на основе плодовых тел трюфелей на физиологические 
и гематологические показатели лабораторных крыс. Для проведения эксперимента отобрано 18 взрослых 
особей мужского пола крыс линии Wistar, предварительно разделенных на три группы. Контрольная группа 
получала стандартный корм, а две экспериментальные группы дополнительно к злаковому корму получали 
порошок из плодовых тел трюфеля или вареное куриное мясо в количестве 20% от суточного рациона. Обе 
экспериментальные группы подвергались умеренным физическим нагрузкам с помощью метода вынуж-
денного плавания. Так, в ходе эксперимента оценивали изменения в массе тела, силе хвата и гематологи-
ческих показателях лабораторных животных. Для крыс, получавших продукт на основе порошка плодовых тел 
черного трюфеля, отмечена положительная динамика физиологических и гематологических параметров. Таким 
образом, полученные материалы свидетельствуют о потенциале трюфелей как функционального компонента 
питания, способствующего улучшению физической выносливости и метаболических процессов. Результаты 
исследования открывают перспективы для разработки биологически активных добавок и пищевых продуктов 
питания на основе трюфелевых грибов.
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Effect of a truffle-based food supplement 
on hematological and physiological parameters 

in laboratory rats
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Abstract. Truffles (Tuber sp.) are among the rarest and most valuable fungi with high nutritional value and biotechnological 
potential. Truffle mycelium and fruiting bodies are rich in protein and can serve as a source of biologically active 
compounds. The present study was aimed at assessing the effect of a food supplement based on truffle fruiting 
bodies on the physiological and hematological parameters of laboratory rats. For the experiment, eighteen adult 
male Wistar rats were selected and divided into three groups. The control group received standard feed, while the 
two experimental groups received powdered truffle fruiting bodies or boiled chicken meat (20% of their daily ration) 
in addition to the cereal feed. Both experimental groups were subjected to moderate physical exertion via forced 
swimming. The experiment assessed changes in the body weight, grip strength, and hematological parameters of 
laboratory animals. The rats receiving a product based on powdered black truffle fruiting bodies showed positive 
changes in physiological and hematological parameters. Thus, the obtained results indicate the potential of truffles 
to serve as a functional dietary component that improves physical endurance and metabolic processes. The findings 
offer prospects for the development of dietary supplements and food products on the basis of truffles.
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ВВЕДЕНИЕ
Альтернативные источники белка привлекают большое 

внимание со стороны как науки, так и пищевой промыш-
ленности. Одним из наиболее перспективных является 
грибной белок, благодаря присутствию всех незаме-
нимых аминокислот, кроме того, грибная биомасса 
обладает высокой питательной ценностью и набором 
микроэлементов. Среди различных источников грибного 
белка трюфели (Tuber sp.) представляют особый интерес, 
поскольку они содержат до 23% белка (от сухого веса [1]. 
По содержанию белка трюфели сопоставимы с другими 
видами грибов, а порой и превосходят их. Например, 
шиитаке и вешенка содержат около 20% белка, а 
шампиньоны – около 30% белка от сухого веса  [2]. 
Трюфели богаты белками с высоким содержанием неза-
менимых аминокислот, таких как цистеин, метионин и 
лизин, которые играют важную роль в метаболизме и 
поддержании здоровья [3, 4]. Помимо этого, трюфели 
содержат клетчатку, которая способствует улучшению 
пищеварения и поддержанию нормальной функции 
желудочно-кишечного тракта [4, 5]. Трюфели являются 
источником полезных жиров, в их составе преобладают 
ненасыщенные жирные кислоты, такие как олеиновая 
и линолевая, которые составляют более 60% в составе 
общих липидов [6]. В зависимости от вида трюфеля доля 
полиненасыщенных жирных кислот может достигать до 

79,3%, при этом содержание жиров в трюфелях относи-
тельно низкое – около 4–9% от сухого веса, что делает 
их диетическим продуктом [7, 8].

Помимо вышеперечисленных характеристик трюфель 
содержит в своем составе биологически активные сое-
динения, такие как флавоноиды, фенольные соединения, 
терпеноиды, стерины, полисахариды и другие мета-
болиты, благодаря которым он обладает выраженной 
антиоксидантной активностью [1, 8, 9]. Антиоксиданты, в 
том числе содержащиеся в составе трюфеля, помогают 
бороться со свободными радикалами, предотвращая 
окислительный стресс, что может снижать риск развития 
заболеваний, связанных с окислительным повреждением 
клеток, таких как сердечно-сосудистые заболевания и 
нейродегенеративные расстройства [9]. Кроме того, 
плодовые тела трюфеля являются источником витаминов 
группы B (B1, B2, B3, B5, B6), витамина C, а также 
β-глюканов, обладающих иммуномодулирующими и 
антиоксидантными свойствами [10]. Также в составе 
черного трюфеля присутствует эргостерол, который под 
действием ультрафиолетового излучения превращается 
в эргокальциферол (витамин D2), способствующий 
поддержанию минеральной плотности костей и сни-
жению риска остеопороза [11, 12]. Трюфели содержат 
значительное количество макро- (калий и фосфор) и 
микроэлементов (железо, медь, цинк и марганец), 
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которые способствуют укреплению костей, улучшению 
кровообращения, поддержанию иммунной системы 
и регуляции обмена веществ [1, 13]. Исследования 
также подтверждают наличие антибиотической [14], 
противоопухолевой [15], противовоспалительной актив-
ности у экстрактов трюфелевых грибов [1], что делает 
их перспективным объектом для использования в фар-
мацевтической промышленности. 

Несмотря на значительный прогресс в изучении хими-
ческого состава и биологических активностей черного 
трюфеля, многие механизмы его действия остаются 
недостаточно изученными. В связи с этим дальнейшие 
исследования направлены на углубленное изучение 
его физиологического воздействия. Перспективным 
направлением является моделирование влияния трю-
фелей на организм млекопитающих с использованием 
лабораторных животных, например крыс. Такие иссле-
дования позволят более детально охарактеризовать 
биологическую активность трюфелей и оценить их 
потенциальную пользу для здоровья человека.

Целью представленного исследования являлась 
оценка влияния пищевой добавки, содержащей трю-
фелевые грибы, на некоторые гематологические и 
физиологические показатели лабораторных крыс.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Для эксперимента было отобрано 18 взрослых крыс 

линии Wistar, разделенных на три экспериментальные 
группы. Крыс содержали в контролируемых условиях 
при постоянной температуре 21–23 °C и влажности 
55–60% с 12-часовым циклом день – ночь и свободным 
доступом к стандартному злаковому корму и чистой 
питьевой воде. В качестве контроля исследовались 
животные, получавшие стандартный злаковый корм 
и не подвергавшиеся физическим нагрузкам. Первая 
тестовая группа лабораторных крыс получала злаковый 
корм и продукт на основе черного трюфеля в размере 
20% от дневного рациона. Вторая тестовая группа 
животных получала злаковый корм и вареное куриное 
мясо в размере 20% от дневного рациона. Обе экспе-
риментальные группы проходили тренировки методом 
вынужденного плавания. Протокол тренировок включал 
плавательные упражнения, которые проводились 5 дней 
в неделю в течение 4 недель в стеклянном резервуаре 
объемом 0,1 м3 при температуре воды 25 °C [16, 17].  
В начале эксперимента животных адаптировали к воде. 
Начальная высота водного столба составляла 5 см, 
время плавания – 5 мин. Каждую неделю уровень воды 
повышали на 5 см. Максимальная глубина резервуара 
в ходе тренировок составила 30 см. Время плавания 
также постепенно увеличивали с 5 до 30 мин в день.

 В течение 4 недель эксперимента проводили кон-
троль массы тела и регулярные измерения пиковой 
силы хвата крыс с помощью хватательного теста. Сутью 
данного теста является оценка силы хвата, которую 
грызун создает с помощью мышц-сгибателей передних 
конечностей [18]. Замеры пиковой силы хвата проводили 
с помощью зафиксированного портативного динамо-
метра Shahe AMF (Shahe, Китай) на максимальную силу 
нажима 20 Н. Для проведения теста крысу осторожно 
приподнимали за хвост и давали ухватиться за сетку, 
прикрепленную к стержню динамометра. Показатели 
регистрировали после того, как крыса переставала 

тянуть и отпускала сетку. 
Также за время эксперимента у всех животных, при-

нимавших в нем участие, 3 раза отбирали кровь из 
хвостовой вены [19], а затем проводили ее исследование 
с использованием автоматического гематологического 
анализатора Mindray BC-5000 Vet (Mindray, Китай). В 
рамках эксперимента измеряли такие параметры, как: 
концентрация гемоглобина, средняя концентрация 
гемоглобина в эритроците, уровень эритроцитов, а 
также содержание лейкоцитов и эозинофилов. 

Все эксперименты с участием лабораторных животных 
были спланированы и проведены согласно правилам 
этического комитета Иркутского государственного уни-
верситета. Статистическую обработку данных выполняли 
в программах Microsoft Office Excel и Past 4 с помощью 
критерия Фридмана (для внутригруппового сравнения) 
и Краскела – Уоллиса (для межгруппового сравнения) 
при уровне значимости α = 0,05. После выявления 
значимых различий проводили попарные сравнения: 
для независимых выборок использовали критерий 
Манна – Уитни, для зависимых – критерий Вилкоксона. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Материалы исследования показали, что крысы, употре-

блявшие грибной белок, имели статистически значимые 
более высокие показатели силы хвата в сравнении 
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Рис. 1. Диаграмма относительной силы хвата с пересчетом 
на массу тела (a) и массы тела лабораторных животных (b), 
участвовавших в эксперименте 
Fig. 1. Diagram of relative grip strength converted  
to body weight (a) and body weight of laboratory animals (b) 
participating in the experiment
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с другими экспериментальными группами (p ≤ 0,05). 
К 4-й неделе средняя пиковая сила хвата увеличилась: 
до 2,3±0,6 Н/г в группе с использованием трюфеля; 
до 1,9±0,5 Н/г в группе с применением куриного мяса; 
до 1,8±0,5 Н/г в контрольной группе (рис. 1, a). 

Вместе с тем показано, что животные, употребляющие 
грибной белок, эффективнее снижали массу тела, чем 
группа крыс, употребляющих курицу в качестве источника 
белка. Так, в группе, употреблявшей трюфель, к 4-й 
неделе зафиксировано снижение массы тела на 3,8%, 
в то время как в группе, получавшей курицу, данный 
показатель составил лишь 0,5% (рис. 1, b). Различие 
подтверждено статистически (p ≤ 0,05).

Межгрупповой анализ, выполненный с использо-
ванием критерия Краскела – Уоллиса, выявил досто-
верные различия в содержании гемоглобина между тремя 
экспериментальными группами (p ≤ 0,05). В группе с 
использованием трюфеля концентрация гемоглобина 
возросла с отметки 174,5±5,3 до 188,1±5,4 г/л к концу 
эксперимента, в то время как в группе, получавшей 
куриное мясо – с 167,3±8,2 до 178,6±6,0 г/л (рис. 2, a). 
В контрольной группе гемоглобин изменялся незна-
чительно. Дополнительный анализ с использованием 

U-критерия Манна – Уитни показал достоверные различия 
по концентрации гемоглобина между всеми группами 
(p ≤ 0,05). Также внутригрупповой анализ (критерий 
Фридмана) выявил значимое увеличение средней кон-
центрации гемоглобина в эритроците (p ≤ 0,05) в группе, 
потреблявшей продукт на основе трюфеля, с 363,6±3 
до 377,1±2,6 г/л (рис. 2, b). 

Одной из причин увеличения уровней гемоглобина 
и среднего содержания гемоглобина у животных, питав-
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Рис. 2. Гистограмма содержания гемоглобина (a)  
и средней концентрации гемоглобина в эритроците (b) 
в крови лабораторных крыс в трех экспериментальных 
группах (пунктирной линией обозначены границы нормы: 
для содержания гемоглобина – 110–170 г/л; для средней 
концентрации гемоглобина в эритроците – 310–370 г/л)
Fig. 2. Histogram of hemoglobin content (a) and mean 
hemoglobin concentration in erythrocyte (b) in the blood 
of laboratory rats in three experimental groups (dotted line 
indicates normal limits: hemoglobin content – 110–170 g/L; 
mean hemoglobin concentration in erythrocyte – 310–370 g/L)
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Рис. 3. Гистограмма содержания эритроцитов (a), 
лейкоцитов (b) и эозинофилов (c) в крови лабораторных 
крыс в трех экспериментальных группах (пунктирной 
линией обозначены границы нормы: для эритроцитов – 
(5,0–9,8)×109/л; для лейкоцитов – (1,9–16,8)×109/л;  
для эозинофилов – (0,00–1,01)×109/л)
Fig. 3. Histogram of erythrocyte (a), leukocyte (b)  
and eosinophil (c) content in the blood of laboratory rats 
in three experimental groups (the dotted line indicates  
the limits of normal: erythrocyte – (5.0–9.8)×109/L);  
leukocyte – (1.9–16.8)×109/L); eosinophil – (0.00–1.01)×109/L)
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шихся трюфелевыми грибами, может быть высокое 
содержание железа в трюфелях (52,3 мг на 100 г) [13]. 
Железо является одним из ключевых компонентов 
гемоглобина – белка, ответственного за транспорт 
кислорода в крови по всему организму. Кроме того, 
железо входит в состав миоглобина – белка, который 
запасает кислород в мышцах, обеспечивая их работу во 
время физической активности. Железо также участвует 
в энергетическом метаболизме, являясь частью фер-
ментов дыхательной цепи, которые производят энергию 
(аденозинтрифосфат) в митохондриях [20]. Трюфели, 
богатые железом, могут служить ценным источником 
данного микроэлемента. Это может объяснить более 
высокие показатели концентрации гемоглобина и 
средней концентрации гемоглобина в эритроците у 
крыс, получавших продукт из порошка трюфелей в 
рационе. Кроме того, трюфели содержат различные 
биологически активные вещества, которые могут спо-
собствовать стимуляции кроветворения и улучшению 
метаболических процессов.

Остальные гематологические показатели, такие как 
количество эритроцитов, лейкоцитов и эозинофилов, 
оставались в пределах физиологической нормы на протя-
жении всего исследования (рис. 3). Это свидетельствует 
о том, что употребление белка из черного трюфеля не 
вызывает значительных изменений в составе крови и 
не провоцирует аллергических реакций. Таким образом, 
результаты указывают на хорошую переносимость и 

отсутствие токсического или аллергенного воздействия 
при длительном употреблении. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Таким образом, проведенное исследование под-

твердило положительные эффекты от употребления 
пищевой добавки на основе порошка из черных трю-
фелей. Полученные в ходе эксперимента данные ука-
зывают на его положительное влияние на мышечный 
тонус и процессы кислородного обмена. Группа животных, 
употребляющая в пищу данную добавку, показала уве-
личение силы хвата, а также снижение массы тела по 
сравнению с контрольной группой. Кроме того, в данной 
группе наблюдали повышение уровня гемоглобина и 
средней концентрации гемоглобина в эритроцитах, что 
может свидетельствовать о благоприятном влиянии 
трюфеля на процессы кроветворения и кислородного 
обмена. Анализ таких гематологических показателей, 
как общее число лейкоцитов и эозинофилов, подтвердил 
отсутствие аллергических и токсических реакций, что 
говорит о безопасности данного продукта. Высокая 
пищевая ценность черного трюфеля, обусловленная 
богатым аминокислотным составом, наличием антиок-
сидантов и биологически активных соединений, делает 
его перспективным компонентом для производства 
функционального питания и разработки биологически 
активных добавок. 
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Влияние физико-химических факторов среды  
на устойчивость бактериальных биопленок  

на основе микробных сообществ активного ила
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Аннотация. Целью исследования являлось проведение оценки устойчивости бактериальных биопленок культур 
Alcaligenes faecalis 2, Achromobacter pulmonis, Paenibacillus odorifer и Bacillus subtilis при стрессирующем воздей-
ствии физико-химических факторов среды в процессе периодического культивирования. В качестве основных 
параметров были выбраны температура (10 и 50 °С) и pH среды (5,0 и 10,0), содержание поверхностно-ак-
тивных веществ (додецилсульфат натрия) в концентрациях 5, 10 и 50 мг/дм3. Установлено, что в области низких 
температурных значений (10 °С) увеличивается массивность биопленки микроорганизмов Alcaligenes faecalis 2, 
Achromobacter pulmonis ПНОС и Bacillus subtilis. Отмечено, что бактериальная биопленка Alcaligenes faecalis 2 
проявляет устойчивость и метаболическую активность в кислых условиях среды. При повышении значений pH 
среды до 10,0 происходит увеличение количества биопленки микроорганизмов Bacillus subtilis. При воздей-
ствии раствора додецилсульфата натрия в интервале от 5 до 10 мг/дм3 наблюдается процесс формирования 
бактериальной биопленки Alcaligenes faecalis 2, Bacillus subtilis, Achromobacter pulmonis ПНОС и Paenibacillus 
odorifer. Ответной реакцией на воздействие додецилсульфата натрия в области высоких концентраций (10 и 
50 мг/дм3) является сохранение количества биомассы и массивности биопленки для штамма микроорганизмов 
Achromobacter pulmonis ПНОС. Таким образом, показана стрессоустойчивость рассмотренных культур под 
воздействием отрицательных внешних факторов среды, что может способствовать устойчивости микробных 
культур к различным видам поллютантов в технологиях очистки загрязненных сред.

Ключевые слова: бактериальная биопленка, массивность биопленки, метаболическая активность, экзополи-
сахариды, биопленкообразующая способность
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Abstract. The study was aimed at evaluating the resistance of Alcaligenes faecalis 2, Achromobacter pulmonis, Paeni-
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main analyzed parameters included temperature (10 and 50 °С) and pH level (5.0 and 10.0), as well as surfactant 
(sodium dodecyl sulfate) concentrations of 5, 10, and 50 mg/dm3. At low temperatures (10 °С), the size of Alcaligenes 
faecalis 2, Achromobacter pulmonis PNOS, and Bacillus subtilis biofilms was found to increase. The Alcaligenes faecalis 2 
biofilm was noted to exhibit resistance and metabolic activity under acidic conditions. A pH rise to 10.0 resulted 
in a higher amount of Bacillus subtilis biofilm. When exposed to sodium dodecyl sulfate solution (5 to 10 mg/dm3),  
Alcaligenes faecalis 2, Bacillus subtilis, Achromobacter pulmonis PNOS, and Paenibacillus odorifer biofilms were 
observed to form. In response to the exposure to high sodium dodecyl sulfate concentrations (10 and 50 mg/dm3), 
the biomass and size of Achromobacter pulmonis PNOS biofilm remained unchanged. Thus, the considered cultures 
were shown to be stress-resistant to negative external factors, which may contribute to the resistance of microbial 
cultures to various types of pollutants in treatment technologies.

Keywords: bacterial biofilm, biofilm size, metabolic activity, exopolysaccharides, biofilm-forming ability

For citation: Khasanova A.A., Sirotkin A.S., Perushkina E.V. Resistance of bacterial biofilms comprising activated 
sludge microbial communities to physicochemical external factors. Proceedings of Universities. Applied Chemistry 
and Biotechnology. 2025;15(4):535-547. (In Russian). DOI: 10.21285/achb.1010. EDN: AFVEBZ.  

ВВЕДЕНИЕ
В естественной среде обитания биопленка пред-

ставляет собой динамически изменяющееся микробное 
сообщество, формирующееся в результате симбиоти-
ческих взаимоотношений отдельных групп микроор-
ганизмов. Популяция микробных клеток в биопленке 
варьирует от 108 до 1011 на 1 г сырой биомассы [1]. 
Процесс формирования биопленок включает в себя 
несколько этапов: адгезия клеток к поверхности, обра-
зование микроколоний, синтез экзополисахаридного 
матрикса, дисперсия биопленки и последующее высво-
бождение планктонных клеток для возобновления цикла 
биопленкообразования. Явление «чувство кворума» 
(QS-система), описанное в ряде исследований, обу-
словливает развитие и дисперсию биопленок. С другой 
стороны, отмечена значительная роль в процессе фор-
мирования биопленок TCS-системы, представляющей 
собой клеточную сигнализацию, которая обеспечивает 
адаптивную реакцию микроорганизмов как к изме-
нениям внутри клеток, так и к абиотическим факторам 
среды [2]. Согласно недавним исследованиям, также 
обнаружена функциональная связь между процессами 
пост-трансляционной модификации белков (фосфори-
лирование по ключевым аминокислотам Ser-Thr-Tyr) и 
Lys-ацетилированием в образовании биопленок [3]. 
Формирование и развитие бактериальной биопленки 
во многом связано с защитной реакцией микробного 
сообщества на стрессовые факторы окружающей среды 
(изменения температуры, активной реакции среды, 
состава и доступности субстрата, содержания анти-
микробных веществ, межвидового взаимодействия 
в микробном сообществе, типа поверхности и др.). 

Так, было проанализировано влияние pH среды (в 
диапазоне от 5,5 до 8,5) на образование биопленок у 
микроорганизмов Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella 
pneumoniae и Vibrio cholerae [4, 5]. При повышении pH 
среды наблюдается увеличение биопленкообразующей 
способности у всех протестированных видов и штаммов 
бактерий. Усиленное образование биопленки наблю-
дается для бактерий Escherichia coli при pH 2,5, что 
связано с активацией белка ycfR, ответственного за 
устойчивость ко многим стрессовым воздействиям [6].

В других исследованиях оценивалось влияние темпе-
ратурного режима на степень образования биопленки 
у штамма бактерий Stenotrophomonas maltophilia [7]. 
Активное формирование биопленок у исследуемых 
бактериальных культур осуществляется при темпе-

ратуре  32  °C. Изучено температурное воздействие 
на бактерии Pseudomonas aeruginosa (при 23 и 37 °C 
соответственно). В интервале низких температурных 
значений наблюдается увеличение биопленкообразующей 
активности и отмечаются различия в экспрессии генов 
у микроорганизмов [8].

Условия культивирования и физиологическое 
состояние клеточных популяций также оказывают 
влияние на биоокисление загрязняющих веществ. 
Поверхностно-активные вещества (ПАВ) относятся 
к числу соединений, отрицательно воздействующих 
на бактериальную биопленку [9]. Однако существуют 
исследования, доказывающие противоположный эффект 
влияния ПАВ на микроорганизмы. Доказано, что при 
воздействии низких концентраций анионного ПАВ (доде-
цилсульфата натрия) на бактерии рода Pseudomonas 
наблюдается увеличение процесса биопленкообразо-
вания исследуемым микробным сообществом. Уве-
личивается степень микробной колонизации и фор-
мирование биопленки на гидрофобном носителе при 
воздействии синтетических ПАВ (Novanik 0633A) на 
бактерии Rhodococcus erythropolis [10]. 

Развитие бактериальной биопленки зависит от 
доступности растворенного кислорода. Доступность 
растворенного кислорода повлияла на структуру био-
пленки факультативно анаэробной культуры Escherichia 
coli: в аэробных условиях в биопленке преобладали 
грибовидные микроколонии, в бескислородной среде 
биопленка имела тонкую неоднородную структуру [11]. 
Стоить отметить, что в аэробных условиях бактерии 
Pseudomonas aeruginosa формируют более массивные 
и трехмерные биопленки, но за счет быстрого потре-
бления кислорода образуются анаэробные зоны, в 
которых бактерии утрачивают свою активность [12]. 

Во многих исследованиях представлены результаты 
влияния количества и доступности органического суб-
страта на биопленкообразующую способность микроор-
ганизмов. Отмечено, что при культивировании бактерий 
рода Escherichia на питательной среде с добавлением 
глюкозы увеличивается скорость образования биопленок. 
Однако содержание в среде глюкозы оказывает инги-
бирующее воздействие на формирование биопленки 
микроорганизмами Klebsiella pneumoniae, Citrobacter 
freundii и Salmonella enterica [13, 14].

Бактериальные биопленки рассматриваются как один 
из ключевых инструментов экологической биотехнологии 
в процессах биоремедиации загрязненных экосистем, 
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в частности в очистке сточных вод микроорганизмами 
активного ила. Это связано с тем, что биопленка состоит 
из множества структурных компонентов, способствующих 
иммобилизации и солюбилизации ряда соединений из 
водной среды. Микробная биопленка активного ила, 
характеризующаяся наличием аэробных и анаэробных 
микрозон, обеспечивает возможность одновременного 
протекания процессов нитрификации, денитрификации и 
фосфатаккумуляции [15]. Биопленочные или гибридные 
конфигурации (MBBR, IFAS, гранулы активного ила) спо-
собствуют уменьшению генерации избыточного ила, 
снижению гидравлического времени удерживания 
осадка и повышению стабильности процессов при 
переменных нагрузках [16–18]. 

В процессах эксплуатации на очистных сооружениях 
активный ил регулярно подвергается воздействию стрес-
соров – колебаний гидравлической и органической 
нагрузки, изменения концентрации кислорода, pH, тем-
пературы, токсичных соединений (тяжелые металлы, 
антимикробные вещества и др.) [19–21]. Несмотря на 
значительное количество исследований, посвященных 
роли биопленочных сообществ в процессах биологи-
ческой очистки сточных вод, ряд аспектов, касающихся 
функционирования биопленки в условиях изменения 
внешней среды, остается недостаточно изученным. Для 
реализации технологии очистки сточных вод от азота 
в мембранном аэрируемом биореакторе в условиях 
холодного климата было изучено влияние температуры 
(8 и 30 °C соответственно) на процесс нитрификации. 
При температуре 8 °C достигнута высокая скорость 
нитрификации (3,08 г N×м-2×сут-1) [22]. Проводятся иссле-
дования по влиянию pH среды на развитие фосфатакку-
мулирующих микроорганизмов в составе биопленок и 
эффективности дефосфатации в секвенционном реакторе 
с биопленкой. Установлено, что доля представителей 
фосфатаккумулирующих микроорганизмов Candidatus 
Accumulibacter в биопленке составляет 33–60%, тогда 
как в суспендированном активном иле – 8–33%. При 
значениях pH среды от 7,5 до 8,0 эффективность фос-
фатаккумуляции достигает в среднем 90% [23]. 

Таким образом, особый интерес представляет изу-
чение воздействия параметров среды культивирования 
в условиях стресса на процесс биопленкообразования. 
Глубокое понимание механизмов воздействия внешних 
факторов на формирование биопленок микробных 
консорциумов обеспечит дальнейшую оптимизацию 
технологии биоремедиации экосистем от загрязняющих 
веществ. 

В связи с вышесказанным целью проведенного 
исследования являлась оценка биопленкообразования 
активного ила бактериальными культурами и культурами, 
обладающими нитрилгидролизующей активностью, в 
ответ на воздействие стрессирующих факторов среды 
в процессе периодического культивирования.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Объекты исследования и условия культивирования. В 

ранее описанной работе [24] были проанализированы и 
выбраны перспективные бактериальные монокультуры, 
обладающие высокой активностью к формированию 
микробных биопленок. В связи с этим в качестве объ-
ектов исследований выступили бактерии микробных 
сообществ, участвующих в очистке коммунально-бытовых 

и промышленных сточных вод: Alcaligenes faecalis 2 [25], 
Achromobacter pulmonis ПНОС [26], Paenibacillus odorifer 
и Bacillus subtilis, выделенные из биоценоза активного 
ила. Для рассматриваемых бактериальных культур опти-
мальные значения температуры для роста находятся 
в диапазоне от 30 до 37 °С, pH – в интервале от 6,5 
до 7,5 [27–30]. Экспериментальные исследования про-
водили с суспензией суточной бактериальной культуры, 
выращенной на среде LB при периодическом культи-
вировании при температуре 30 °С со скоростью пере-
мешивания 120 об/мин [31].

Анализ устойчивости бактериальных биопленок к 
внешним факторам окружающей среды. Для оценки 
устойчивости бактериальных биопленок под влиянием 
внешних факторов среды были выбраны следующие пара-
метры: температура (10 и 50 °С), pH среды (5,0 и 10,0) 
и содержание ПАВ (додецилсульфата натрия) в концен-
трациях 5, 10 и 50 мг/дм3.

Экспериментальное исследование биопленкообра-
зования монокультурами и воздействие температурного 
режима (10 и 50 °С) на устойчивость полученной био-
пленки состояло из нескольких этапов, а именно:

1. В 96-луночные полистирольные планшеты («Мед-
полимер», Россия), вносили 150 мкл питательной среды 
LB и инокулят микроорганизмов в количестве 10 мкл. 
Культивирование проводили в термостате в течение 
72 ч при 30 °С. 

2. По истечение 3 суток культивирования из лунок 
планшета осуществляли удаление культуральной жид-
кости декантацией и дважды отмывали биопленку от 
остатков питательной среды 200 мкл стерильным 
калий-фосфатным буфером.

3. Затем в опытные лунки планшета с микробной био-
пленкой добавляли стерильную свежую питательную среду 
LB и термостатировали при 10 и 50 °С в течение 24 ч.

4. Для оценки устойчивости биопленок при небла-
гоприятном температурном воздействии (10 и 50 °С) 
дальнейшее культивирование проводили в оптимальных 
условиях при 30 °С в течение 48 ч.

5. В качестве контрольного образца использовали 
биопленку бактериальной монокультуры, выращенную 
в лунках планшета с соблюдением вышеупомянутых 
стадий при 30 °С без изменения температурного режима.

Для оценки влияния активной реакции среды на 
развитие биопленки осуществлялось культивирование 
бактериальной биопленки в щелочной (рН 10,0±0,2) и 
кислой (рН 5,0±0,2) питательной среде LB. Стерильными 
растворами гидроокиси натрия и соляной кислоты 
доводили pH среды до необходимых значений. Экспе-
риментальное исследование на данном этапе состояло 
в осуществлении следующих процедур:

1. Первоначально проводили планшетное культиви-
рование трехсуточной микробной биопленки в подкис-
ленной (рН 5,0±0,2) и щелочной (рН 10,0±0,2) среде 
LB в течение 24 ч при 30 °С.

2. Далее осуществляли удаление культуральной 
жидкости и двукратное промывание лунок планшета 
стерильным калий-фосфатным буфером.

3. Проводили периодическое культивирование 
микробной биопленки с добавлением свежей пита-
тельной среды LB объемом 150 мкл с нейтральным 
значением pH среды 7,0±0,2 при 30 °С в течение 48 ч. 
В контрольных лунках планшета осуществляли культи-
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вирование микроорганизмов в аналогичных условиях 
на питательной среде LB с pH среды 7,0±0,2.

С целью оценки воздействия еще одного фактора 
внешней среды – ПАВ – на устойчивость микробной 
биопленки осуществляли добавление раствора додецил-
сульфата натрия в питательную среду с конечной кон-
центрацией додецилсульфата натрия 5, 10 и 50 мг/дм3  
по следующему алгоритму:

1. В опытные лунки планшета с 3-суточной микробной 
биопленкой добавляли 150 мкл стерильной питательной 
среды LB, содержащей додецилсульфат натрия. Инкуби-
рование биопленок проводили в термостате в течение 
24 ч при 30 °С.

3. Далее удаляли культуральную жидкость и обраба-
тывали лунки планшета стерильным калий-фосфатным 
буфером.

3. С целью анализа ответной реакции бактериальной 
биопленки на стрессовый фактор – содержание ПАВ – 
проводили периодическое культивирование микроор-
ганизмов в стерильной питательной среде LB при отсут-
ствии раствора додецилсульфата натрия в течение 48 ч 
при 30 °С.

4. В контрольных планшетах культивирование био-
пленок осуществляли с соблюдением предыдущих стадий 
без добавления в питательную среду LB раствора доде-
цилсульфата натрия.

Материалы и методы исследования. В процессе 
периодического культивирования анализировали рост 
микроорганизмов путем измерения оптической плот-
ности культуральной жидкости на микропланшетном 
ридере Tecan Infiinite М1000 Pro (Tecan, Швейцария) 
при длине волны 540 нм. Массивность биопленки как 
количественный показатель массы биопленки определяли 
окрашиванием образцов биопленки 0,1%-м раствором 
кристаллического фиолетового, дальнейшим экстраги-
рованием красителя 96%-м этанолом и измерением 
оптической плотности экстрактов на микропланшетном 
ридере при длине волны 540 нм [32]. Для определения 
экзополисахаридов в составе биопленки осуществляли 
окрашивание образцов биопленки с помощью специ-
фического красителя конго красного (конечная концен-
трация красителя – 40 мкг/мл). Далее экстрагировали 
краситель 96%-м этанолом и измеряли оптическую 
плотность экстрактов на микропланшетном ридере при 
длине волны 490 нм [33]. Метаболическая активность 
микроорганизмов в составе биопленок оценивали путем 

окрашивания клеток с помощью красителя PrestoBlue 
HS Viability Reagent. Флуоресценцию клеток определяли 
на планшетном ридере при длине волны возбуждения/
эмиссии 560/590 нм [34].

Обработка результатов экспериментов проводилась 
с помощью пакета прикладных программ Microsoft 
Excel  2019 с оценкой достоверности по критерию 
Стьюдента – Фишера. Использовали параметрический 
t-критерий Стьюдента. Различие считали достоверным 
при уровне значимости p < 0,05.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
На начальном этапе исследований оценивались 

биомасса и микробная биопленка после 72-часового 
периодического культивирования в планшете (табл. 1).

Установлено, что начальное содержание микроорга-
низмов в опытных лунках планшета составляло от 0,02 
до 0,13 опт.ед. В результате культивирования микроорга-
низмов в течение 72 ч наибольшие значения оптической 
плотности бактериальной суспензии наблюдаются для 
культур бактерий Alcaligenes faecalis 2 и Achromobacter 
pulmonis ПНОС. При этом следует отметить, что способ-
ность к образованию биопленки и, как следствие, мас-
сивность биопленки у культуры Achromobacter pulmonis 
ПНОС ниже в среднем на 33–44%, чем у культур Bacillus 
subtilis и Paenibacillus odorifer. 

Температура оказывает значительное влияние на 
распространение и развитие микробных биопленок 
в экосистеме. Изменение температурного режима 
воздействует на скорость диффузии растворенного 
кислорода и метаболическую активность микробных 
клеток [35]. На следующем этапе проводился анализ 
воздействия температуры в области низких и высоких 
значений (10 и 50 °С) на устойчивость бактериальных 
биопленок (табл. 2).

Влияние температурного фактора на устойчи-
вость бактериальных биопленок изучено при пред-
варительном стрессировании культур Alcaligenes 
faecalis  2, Achromobacter pulmonis ПНОС, Bacillus 
subtilis и Paenibacillus odorifer температурой 10 и 50 °С 
в течение 24 ч. 

В результате термостатирования исследуемых 
культур микроорганизмов при 10 °С значение опти-
ческой плотности бактериальной суспензии варьирует 
от 0,8 до 1,1 опт.ед. и не имеет существенного отличия 
от контрольных образцов без температурного стресса 

Таблица 1. Результаты измерения оптической плотности бактериальной суспензии и массивности  
бактериальных биопленок

Table 1. Optical density of the bacterial suspension and the massiveness of bacterial biofilms

Показатель
Исследуемые бактериальные культуры

Alcaligenes  
faecalis 2

Achromobacter  
pulmonis ПНОС

Paenibacillus  
odorifer

Bacillus  
subtilis

Начальная оптическая плотность 
бактериальной суспензии  
при λ = 540 нм

0,03±0,0015 0,05±0,0025 0,13±0,0065 0,02±0,0010

Оптическая плотность  
бактериальной суспензии  
при λ = 540 нм (через 72 ч)

0,95±0,0600 0,67±0,1400 0,18±0,0600 0,20±0,0600

Массивность биопленки  
при λ = 540 нм 0,47±0,0600 0,08±0,0500 0,18±0,0600 0,12±0,0800
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(см. табл. 2, температуру 30 °С). В области высоких тем-
пературных значений для микроорганизмов Alcaligenes 
faecalis 2, Bacillus subtilis и Paenibacillus odorifer наблю-
дается уменьшение значения оптической плотности 
бактериальной суспензии в среднем на 38, 65 и 60% 
по сравнению с количеством клеток в контрольных 
лунках планшета. 

Далее следует отметить, что периодическое культи-
вирование микроорганизмов при температуре 10 °С 
оказало влияние на устойчивость исследованных био-
пленок. В результате предварительного стрессирования 
клеток в течение 24 ч массивность биопленки бакте-
риальных культур Alcaligenes faecalis 2, Achromobacter 
pulmonis ПНОС, Bacillus subtilis увеличивается в среднем 
на 29, 43 и 20% соответственно по сравнению с кон-
трольными образцами. Одновременно отмечено, что 
изменения массивности биопленки культуры Paenibacillus 
odorifer в ответ на снижение температуры до 10 °С не 
наблюдается. Содержание биопленки в опытной системе 
и в контрольных образцах изменяется в среднем от 
0,70 до 0,77 опт.ед. 

Термостатирование микроорганизмов при 50 °С в 
течение суток привело к дальнейшему снижению массив-
ности биопленки Paenibacillus odorifer и Bacillus subtilis 
в среднем на 49 и 45% в сравнении с оптимальным 
температурным режимом (30 °С). Несмотря на высокие 
значения оптической плотности бактериальной суспензии 
Alcaligenes faecalis 2 и Achromobacter pulmonis ПНОС, 
стрессирующий фактор оказал ингибирующее воздей-
ствие на формирование микробной биопленки. 

Данные, полученные при количественной оценке 
содержания экзополисахаридов, коррелируют с резуль-
татами измерения массивности биопленки бактери-
альных культур. 

В условиях предварительного стрессирования микро-
организмов Alcaligenes faecalis 2 в составе биопленки 
при 10 °С наблюдается увеличение метаболической 
активности в среднем на 65,8% по сравнению с кон-
трольными образцами микробной биопленки. Несмотря 
на устойчивость биопленки бактериальной культуры 
Achromobacter pulmonis ПНОС к низкой температуре, 
наблюдается снижение метаболической активности 

Таблица 2. Анализ влияния температуры среды на массивность биопленок, метаболическую активность,  
биомассу и количество экзополисахаридов микроорганизмов

Table 2. Environmental temperature effect on the massiveness of biofilms, metabolic activity, biomass,  
and the amount of exopolysaccharides of microorganisms

Показатель
Температурный режим, °С

10 30 50
Alcaligenes faecalis 2

Оптическая плотность бактериальной суспензии 
при λ = 540 нм 1,02±0,15 1,14±0,28 0,70±0,22

Массивность биопленки при λ = 540 нм 0,73±0,10 0,52±0,10 0,002±0,051
Количество экзополисахаридов в составе  
биопленки при λ = 490 нм 0,022±0,0010 0,0072±0,00003 –

Метаболическая активность микроорганизмов  
в составе биопленки, Фл./ОП540

840,00±42,00 286,56±14,32 58,30±2,91

Achromobacter pulmonis ПНОС
Оптическая плотность бактериальной суспензии 
при λ = 540 нм 1,10±0,23 1,30±0,08 1,01±0,23

Массивность биопленки при λ = 540 нм 0,71±0,19 0,40±0,32 0,11±0,07
Количество экзополисахаридов в составе  
биопленки при λ = 490 нм 0,004±0,0002 0,0019±0,00009 –

Метаболическая активность микроорганизмов  
в составе биопленки, Фл./ОП540

920,39±46,01 1193,89±59,69 81,00±4,05

Paenibacillus odorifer
Оптическая плотность бактериальной суспензии 
при λ = 540 нм 0,87±0,29 1,13±0,09 0,40±0,15

Массивность биопленки при λ = 540 нм 0,72±0,10 0,77±0,09 0,39±0,13
Количество экзополисахаридов в составе  
биопленки при λ = 490 нм 0,022±0,0011 0,023±0,0011 0,0018±0,00009

Метаболическая активность микроорганизмов  
в составе биопленки, Фл./ОП540

642,02±32,10 773,72±38,68 202,50±10,12

Bacillus subtilis
Оптическая плотность бактериальной суспензии 
при λ = 540 нм 0,90±0,06 1,04±0,21 0,41±0,09

Массивность биопленки при λ = 540 нм 0,75±0,10 0,60±0,03 0,33±0,11
Количество экзополисахаридов в составе  
биопленки при λ = 490 нм 0,028±0,0014 0,025±0,0012 0,0017±0,00008

Метаболическая активность микроорганизмов  
в составе биопленки, Фл./ОП540

768,25±38,41 991,28±49,56 254,41±12,72
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в среднем на 23% по сравнению с контрольными 
образцами. Высокой метаболической активностью 
обладают штаммы микроорганизмов Paenibacillus 
odorifer и Bacillus subtilis при их периодическом куль-
тивировании в отсутствии стрессирующего темпера-
турного фактора. 

Известно, что при повышении температуры уско-
ряются метаболические процессы в микробных клетках, 
что в дальнейшем приводит к увеличению скорости 
роста микроорганизмов [35]. Исследован процесс 
формирования бактериальных биопленок в ответ 
на изменение температурного режима среды (28 и 
37 °С), а также показано, что многие штаммы бактерий 
рода Paenibacillus проявляют устойчивость к низким 
температурам (в среднем 6 °С) [36]. Клетки Bacillus 
subtilis способны использовать различные механизмы 
для сохранения устойчивости к неблагоприятным фак-
торам окружающей среды: подвижность, образование 
экзополисахаридного матрикса и общую реакцию на 
стресс [37]. Изменение структуры жирных кислот в 

липидах мембран является ответной реакцией микро-
организмов, позволяющей адаптироваться к низким 
температурным значениям среды (с 37 до 15 °C) [38]. 
С помощью метода двумерного гель-электрофореза 
установлено, что одной из главных причин устойчивости 
микроорганизмов рода Bacillus является синтез двух 
классов специфических белков: белков, индуцируемых 
при действии низких значений температур (CIPs – termed 
cold-induced proteins), и белков, образующихся после 
завершения стадии акклиматизации к температурным 
условиям среды (CAPs – cold acclimatization proteins) [39].

Иммобилизованные клетки микроорганизмов 
обладают различными механизмами, отвечающими 
на воздействие стрессовых факторов, например, 
изменение активной реакции среды. На следующем 
этапе исследований оценивалось влияние pH среды 
при постоянной температуре 30 °С на устойчивость 
бактериальных биопленок (табл. 3).

Результаты анализа культивирования микроорга-
низмов в условиях кислой среды (pH 5,0) в течение 24 ч 

Таблица 3. Оценка воздействия pH среды на массивность биопленки, метаболическую активность,  
биомассу и количество экзополисахаридов микроорганизмов 

Table 3. Evaluation of medium pH effect on the massiveness of the biofilm, metabolic activity, biomass,  
and the number of exopolysaccharides of microorganisms

Показатель
pH среды

5,0 7,0 10,0
Alcaligenes faecalis 2

Оптическая плотность бактериальной 
суспензии при λ = 540 нм 0,85±0,19 0,88±0,12 1,00±0,09

Массивность биопленки при λ = 540 нм 1,09±0,11 0,81±0,11 0,82±0,07
Количество экзополисахаридов в составе 
биопленки при λ = 490 нм 0,06±0,003 0,01±0,0008 0,02±0,001

Метаболическая активность микроорганизмов 
в составе биопленки, Фл./ОП540

343,52±17,17 263,20±13,16 277,43±13,87

Achromobacter pulmonis ПНОС
Оптическая плотность бактериальной 
суспензии при λ = 540 нм 0,77±0,42 0,94±0,36 1,15±0,39

Массивность биопленки при λ = 540 нм 0,73±0,14 0,72±0,08 0,68±0,11
Количество экзополисахаридов в составе 
биопленки при λ = 490 нм 0,023±0,001 0,022±0,001 0,013±0,0006

Метаболическая активность микроорганизмов 
в составе биопленки, Фл./ОП540

196,42±9,82 253,98±12,69 347,00±17,35

Paenibacillus odorifer
Оптическая плотность бактериальной 
суспензии при λ = 540 нм 0,88±0,25 0,99±0,18 1,03±0,31

Массивность биопленки при λ = 540 нм 1,24±0,14 1,26±0,09 1,20±0,09
Количество экзополисахаридов в составе 
биопленки при λ = 490 нм 0,13±0,006 0,17±0,008 0,10±0,005

Метаболическая активность микроорганизмов 
в составе биопленки, Фл./ОП540

197,01±9,85 187,24±9,36 255,75±12,78

Bacillus subtilis
Оптическая плотность бактериальной 
суспензии при λ = 540 нм 0,83±0,16 1,01±0,19 1,06±0,27

Массивность биопленки при λ = 540 нм 1,28±0,13 1,34±0,10 1,42±0,12
Количество экзополисахаридов в составе 
биопленки при λ = 490 нм 0,14±0,007 0,20±0,01 0,21±0,01

Метаболическая активность микроорганизмов 
в составе биопленки, Фл./ОП540

256,62±12,83 357,54±17,87 278,23±13,91
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показали, что значения оптической плотности бактери-
альной суспензии для штаммов Alcaligenes faecalis 2 и 
Paenibacillus odorifer не имеют существенных отличий 
при их выращивании в нейтральной среде (оптическая 
плотность варьирует в среднем от 0,8 до 0,9 опт.ед.). 
Максимальное количество клеток Achromobacter pulmonis 
ПНОС и Bacillus subtilis образуется при их стрессировании 
в щелочных условиях среды (pH 10,0) (диапазон изме-
нения оптической плотности бактериальной суспензии 
составляет в среднем от 1,0 до 1,2 опт.ед.). 

Далее отметим, что массивность биопленки микро-
организмов Alcaligenes faecalis 2 увеличивается в 
условиях кислой среды в среднем на 35% по сравнению 
с контрольными образцами (pH 7,0). Количество био-
пленки оказалось максимальным при стрессировании 
бактериальной культуры Bacillus subtilis в щелочной 
среде (рН 10,0). Установлено, что микроорганизмы 
Achromobacter pulmonis ПНОС и Paenibacillus odorifer 
проявляют адаптационные свойства и сохраняют способ-
ность к образованию биопленки как в щелочных, так и в 
кислых условиях среды. В обоих случаях масса сформи-
рованной микробной биопленки соответствовала массе 
биопленки для контрольного образца (рН 7,0). Данные, 
полученные при количественной оценке содержания 
экзополисахаридов, коррелируют с результатами изме-
рения массивности биопленки бактериальных культур.

Наибольшая активность микроорганизмов Alcaligenes 
faecalis 2 наблюдается при культивировании клеток в 
кислых условиях среды, что коррелирует со значениями 
массивности биопленки. Повышение pH среды до 10,0 
привело к увеличению метаболической активности 
микроорганизмов Achromobacter pulmonis ПНОС и 
Paenibacillus odorifer в среднем на 27 и 26% по срав-
нению с контрольными образцами (pH 7,0). Стрессиро-
вание микробных клеток Bacillus subtilis оказало инги-
бирующее воздействие на метаболическую активность 
клеток по сравнению с результатами, полученными в 
процессе инкубирования микроорганизмов в благо-
приятных условиях среды. 

Кислотность среды влияет на механизмы протонного 
насоса и проницаемость клеточной мембраны. Воз-
действие pH среды как стрессирующего фактора при-
водит к процессу активации защитного механизма и 
увеличению образования бактериальной биопленки. 
Доказано, что изменение pH влияет на соотношение 
белков и полисахаридов в матриксе биопленки. Описана 
высокая чувствительность биопленки микроорганизмов 
Alcaligenes faecalis к щелочным условиям среды – рост 
бактерий уменьшается при повышении pH среды 
до 9,0 [40]. Изменение факторов окружающей среды 
воздействует на способность микробных биопленок 
к окислению загрязняющих веществ из сточных вод. 
Биопленкообразующие бактерии рода Bacillus про-
являют устойчивость к щелочным условиям среды при 
температуре 30 °C в течение 24 ч. В экстремальных 
условиях окружающей среды экзополисахаридный 
матрикс обеспечивает структурную и функциональную 
стабильность биопленки. 

При культивировании микроорганизмов рода Bacillus 
в кислых условиях среды (pH 6,0) синтез ключевых 
компонентов экзополисахаридов, а также белков и 
липидов достигает максимальных значений. Подтвер-
дилась аморфная природа экзополисахаридов и изме-

нение функциональных групп (-CH2CHOCH3, –CH3 и –CH2) 
при воздействии на pH среды. Содержание микробной 
биопленки составило 5,28582±0,5372 мкм3/мкм2 при 
толщине 9,982±1,5288 мкм [41, 42]. В исследованиях 
по изучению бактерий рода Achromobacter наибольшая 
степень образования биопленки наблюдается в диа-
пазоне pH среды от 4,0 до 5,5. Для микроорганизмов 
рода Achromobacter идентифицированы гены FliF, FliM 
и FliN, влияющие на процесс адгезии клеток. В устой-
чивость к неблагоприятным факторам окружающей 
среды также вносит вклад использование мембранос-
вязанных белков, участвующих во внутриклеточном 
переносе ключевых компонентов и ферментов [43].

Содержание анионного ПАВ додецилсульфата натрия 
в хозяйственно-бытовых сточных водах варьирует от 3 
до 20 мг/л. Несмотря на ингибирующее воздействие 
высокой концентрации додецилсульфата натрия на 
микробную активность, достигнута высокая степень 
биологического окисления поллютанта микроорганизмами 
в составе биопленки (эффективность удаления додецил-
сульфата натрия в среднем выше 70%) [44]. Микробная 
биопленка демонстрирует устойчивость к содержанию 
ПАВ в среде. Ответной реакцией биопленки на пер-
вичное воздействие додецилсульфата натрия является 
способность к восстановлению дыхательной активности 
микроорганизмов и количества биомассы через 12 
и 5 ч соответственно [45]. 

В связи с этим на следующем этапе исследований 
проводился анализ влияния додецилсульфата натрия на 
изменение массивности биопленки и метаболической 
активности микроорганизмов, выделенных из комму-
нально-бытовых и промышленных сточных вод (табл. 4).

В процессе периодического культивирования штаммов 
микроорганизмов Alcaligenes faecalis 2, Achromobacter 
pulmonis ПНОС, Bacillus subtilis и Paenibacillus odorifer на 
питательной среде, содержащей додецилсульфат натрия 
(с массовой концентрацией 5, 10 и 50 мг/дм3), значения 
оптической плотности бактериальной суспензии изме-
няются в интервале от 0,95 до 1,20 опт.ед.

Микроорганизмы Alcaligenes faecalis 2, Bacillus sub-
tilis и Paenibacillus odorifer сохраняют способность к 
образованию биопленки при воздействии концентрации 
додецилсульфата натрия от 5 до 10 мг/дм3. Однако увели-
чение содержания додецилсульфата натрия до 50 мг/ дм3 

оказывает ингибирующее воздействие и приводит к 
снижению массивности биопленки для рассматриваемых 
бактериальных культур в среднем на 87, 45 и 46% соот-
ветственно по сравнению с опытными образцами с 
минимальным количеством раствора додецилсульфата 
натрия (до 5 мг/дм3). Одновременно отмечено, что инку-
бирование микробных клеток Achromobacter pulmonis 
ПНОС в условиях с повышенным содержанием доде-
цилсульфата натрия оказало стимулирующее воздей-
ствие на бактериальную культуру и сопровождалось 
увеличением массы биопленки в среднем на 38% для 
массовой концентрации додецилсульфата натрия 10 
и 50 мг/дм3 по сравнению с пробами с минимальной 
концентрацией додецилсульфата натрия в среде. Данные, 
полученные при количественной оценке содержания 
экзополисахаридов, коррелируют с результатами изме-
рения массивности биопленки бактериальных культур.

Согласно полученным данным, метаболическая 
активность микроорганизмов Alcaligenes faecalis 2, 
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Таблица 4. Экспериментальный анализ воздействия раствора додецилсульфата натрия на массивность биопленки, 
метаболическую активность, биомассу и количество экзополисахаридов микроорганизмов

Table 4. Effect of sodium dodecyl sulfate solution on the massiveness of the biofilm, metabolic activity, biomass,  
and the number of exopolysaccharides of microorganisms

Показатель
Массовая концентрация додецилсульфата натрия, мг/дм3

5 10 50
Alcaligenes faecalis 2

Оптическая плотность бактериальной суспензии 
при λ = 540 нм 1,08±0,05 1,07±0,05 1,11±0,05

Массивность биопленки при λ = 540 нм 0,74±0,11 0,68±0,09 0,09±0,06
Количество экзополисахаридов в составе  
биопленки при λ = 490 нм 0,01582±0,0007 0,01065±0,0005 0,00079±0,00003

Метаболическая активность микроорганизмов  
в составе биопленки, Фл./ОП540

216,72±10,83 180,37±9,01 36,03±1,80

Achromobacter pulmonis ПНОС
Оптическая плотность бактериальной суспензии 
при λ = 540 нм 0,99±0,06 1,01±0,07 1,02±0,05

Массивность биопленки при λ = 540 нм 0,32±0,09 0,52±0,09 0,57±0,08
Количество экзополисахаридов в составе  
биопленки при λ = 490 нм 0,0030±0,0001 0,0067±0,0003 0,0079±0,0003

Метаболическая активность микроорганизмов 
в составе биопленки, Фл./ОП540

51,57±2,57 78,77±3,93 23,58±1,17

Paenibacillus odorifer
Оптическая плотность бактериальной суспензии 
при λ = 540 нм 0,99±0,05 0,94±0,05 0,97±0,05

Массивность биопленки при λ = 540 нм 0,73±0,09 0,62±0,11 0,40±0,07
Количество экзополисахаридов в составе  
биопленки при λ = 490 нм 0,0133±0,0006 0,0084±0,0004 0,0037±0,0001

Метаболическая активность микроорганизмов 
в составе биопленки, Фл./ОП540

307,25±15,36 30,64±1,53 52,38±2,61

Bacillus subtilis
Оптическая плотность бактериальной суспензии 
при λ = 540 нм 0,98±0,05 0,95±0,05 0,97±0,06

Массивность биопленки при λ = 540 нм 0,73±0,07 0,62±0,10 0,39±0,08
Количество экзополисахаридов в составе  
биопленки при λ = 490 нм 0,0132±0,0006 0,0089±0,0004 0,0042±0,0002

Метаболическая активность микроорганизмов 
в составе биопленки, Фл./ОП540

306,12±15,30 144,4±7,22 8,82±0,44

Bacillus subtilis и Paenibacillus odorifer в составе био-
пленки сохраняется при воздействии додецилсульфата 
натрия с конечной концентрацией в среде 5 мг/дм3. 
Отмечено, что бактериальная культура Achromobacter 
pulmonis ПНОС сохраняет устойчивость и метаболи-
ческую активность к содержанию раствора токсиканта 
в системе до 10 мг/дм3. 

Что касается исследования влияния ПАВ на микробные 
биопленки, необходимо отметить следующие данные из 
предметной литературы. Так, в исследованиях М. Федейлы 
и др. [46] анализировалась способность к биодеградации 
анионных ПАВ микробным консорциумом биопленки, 
состоящим из Alcaligenes faecalis, Enterobacter cloacae 
и Serratia marcescens. Эффективность удаления доде-
цилсульфата натрия бактериальным консорциумом в 
аэробных условиях при температуре 30 °C составила в 
среднем 94%. В аналогичных условиях среды степень 
биотрансформации додецилсульфата натрия монокуль-
турой Alcaligenes faecalis составила в среднем 23%. 
Также установлено [47], что бактерии родов Bacillus и 
Paenibacillus способны использовать додецилсульфат 

натрия в качестве углеродного субстрата. Анализ про-
водили в фосфатно-солевом растворе с добавлением 
додецилсульфата натрия. Изоляты микроорганизмов 
были получены на твердой питательной среде с концен-
трацией раствора додецилсульфата натрия 1000 Мм. 
Эффективность биохимического окисления додецил-
сульфата натрия бактериями рода Bacillus составило 
в среднем 51%. Экспериментально доказана эффек-
тивная биодеградирующая способность додецилсульфата 
натрия при массовой концентрации 100 мг/л с помощью 
микроорганизмов рода Achromobacter, иммобилизо-
ванных на композитном материале на основе ацетата 
целлюлозы [45]. Ряд исследований посвящен изучению 
влияния ПАВ на метаболическую активность микроор-
ганизмов. Повышенное содержание додецилсульфата 
натрия приводит к увеличению денатурирующей спо-
собности вещества, но к снижению активности таких 
ферментов, как фосфатаза, бета-глюкозидаза и лейци-
наминопептидаза (фермент, способствующий гидролизу 
лейцина и других N-концевых остатков на концах пептидов 
и белков) в бактериальной биопленке.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
В ходе проведения экспериментальных исследо-

ваний доказано, что при понижении температуры 
среды до 10 °С осуществляется увеличение мас-
сивности биопленки микроорганизмов Alcaligenes 
faecalis 2, Achromobacter pulmonis ПНОС и Bacillus 
subtilis. Анализ бактериальной культуры Paenibacillus 
odorifer показал высокую способность к образованию 
биопленки при их периодическом культивировании 
при 30 °С в нейтральных условиях среды. Установлено, 
что бактериальная биопленка Alcaligenes faecalis 2 
проявляет устойчивость и метаболическую активность 
в кислых условиях среды. Повышение значений pH 
среды до 10,0 сопровождается увеличением коли-
чества биопленки микроорганизмов Bacillus subtilis. 
При воздействии раствора додецилсульфата натрия 
в интервале от 5 до 10 мг/дм3 сохраняется способ-
ность к биопленкообразованию для культур Alcaligenes 
faecalis 2, Bacillus subtilis, Achromobacter pulmonis 
ПНОС и Paenibacillus odorifer. Ответной реакцией на 
воздействие додецилсульфата натрия в области высоких 
концентраций (10 и 50 мг/дм3) является сохранение 
биомассы и массивности биопленки для штамма 
микроорганизмов Achromobacter pulmonis ПНОС. 

В связи с увеличением содержания токсичных ксе-
нобиотических соединений в окружающей среде вслед-
ствие сброса неочищенных сточных вод в водные эко-
системы, загрязнения почв и т.п. осуществляется поиск 
альтернативных способов для увеличения эффективности 
процесса биоремедиации. Технологии очистки сточных 
вод с использованием биопленок обеспечивают интен-
сивное удаление загрязняющих веществ, что способ-
ствует эффективному восстановлению природных свойств 
окружающей среды. Высокая плотность клеток и стрес-
соустойчивость микроорганизмов в составе биопленки 
обеспечивают биотрансформацию ряда гидрофобных 
и токсичных соединений. Биопленка обладает многими 
конструктивными и сорбционными свойствами: компо-
ненты экзополисахаридов являются потенциальными 
биоэмульгаторами, полисахариды действуют как защитный 
барьер клеток, рецепторные белки ответственны за опре-
деление плотности биопленки, а структурные белки необ-
ходимы для агрегации клеток микроорганизмов. Таким 
образом, биопленка обеспечивает оптимальную среду 
для межклеточного взаимодействия и обмена генети-
ческим материалом, коммуникационных сигналов, что 
в дальнейшем способствует минимизации воздействия 
ксенобиотических соединений в окружающей среде.
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Экстракция и характеристика альгината натрия  
из бурых водорослей Fucus vesiculosus

Д.С. Колотова , Е.В. Боровинская, В.В. Бордиян, С.Р. Деркач

Мурманский арктический университет, Мурманск, Российская Федерация

Аннотация. Целью работы являлось исследование влияния условий получения альгината натрия из бурых 
водорослей Fucus vesiculosus на выход, молекулярную массу, физико-химические и реологические характе-
ристики полисахарида, а также определение содержания токсичных элементов в полученном продукте для 
изучения возможности его применения в качестве пищевой добавки. Варьировали время (1 и 5 ч) и температуру 
(25, 60 и 80 °С) экстракции, а также тип осадителя (C2H5OH и HCl). Определение средневязкостной молеку-
лярной массы альгината натрия проводилось методом капиллярной вискозиметрии. Идентификация образцов 
осуществлялась методом инфракрасной спектроскопии с преобразованием Фурье. Содержание токсичных 
элементов в водорослях и альгинате натрия определялось с использованием метода масс-спектрометрии с 
индуктивно-связанной плазмой. Реологические свойства водных растворов альгината натрия изучались методом 
сдвиговой реологии. Аппроксимация реологических кривых проводилась с использованием моделей Кросса 
и Оствальда – де Виля. Установлено, что увеличение времени и температуры экстракции приводит к увели-
чению выхода продукта, молекулярной массы и реологических характеристик, однако при этом ухудшаются 
органолептические показатели. Образец, полученный при температуре и времени экстракции 25 °С и 1 ч 
соответственно, пятикратной промывке и замене стадии центрифугирования на фильтрацию, характеризо-
вался наиболее высокими значениями молекулярной массы (592 кДа) и реологических характеристик. При 
этом по своим свойствам полученный образец превосходил коммерческий. Показано, что альгинат натрия 
может применяться в качестве пищевой добавки, поскольку содержание токсичных элементов не превышает 
предельно допустимых концентраций.

Ключевые слова: Fucus vesiculosus, бурые водоросли, альгинат натрия, реология, инфракрасная спектро-
скопия с преобразованием Фурье
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Extraction and characterization of sodium alginate 
from the brown alga Fucus vesiculosus

Daria S. Kolotova , Ekaterina V. Borovinskaya,  
Vlada V. Bordiyan, Svetlana R. Derkach

Murmansk Arctic University, Murmansk, Russian Federation

Abstract. The study aimed to examine the effects of conditions for obtaining sodium alginate from the brown alga Fucus 
vesiculosus on the yield, molecular weight, and physicochemical and rheological properties of the polysaccharide, as 
well as to determine the levels of toxic elements in the obtained product to assess its potential use as a food additive. 
The extraction was performed under different time (1 and 5 hours) and temperature (25, 60, and 80 °С) conditions, 
with the use of different precipitants (C2H5OH and HCl). The viscosity-average molecular weight of sodium alginate was 
determined via capillary viscometry. The identification of samples was performed using Fourier transform infrared 
spectroscopy. The levels of toxic elements in the alga and sodium alginate were determined through inductively coupled 
plasma mass spectrometry. The rheological properties of aqueous sodium alginate solutions were studied using a method 
of shear rheology. The rheological curves were fitted with the Cross and Ostwald – de Waele models. A longer extraction 
time and a higher extraction temperature were found to increase product yield, molecular weight, and rheological 
properties, while lowering organoleptic properties. The sample obtained at extraction temperature and time of 25 °С 
and 1 hour, respectively (with the washing stage repeated five times and the centrifugation stage replaced with filtration), 
was characterized by the highest values of molecular weight (592 kDa) and rheological properties. Also, in terms of 
its properties, the obtained sample was superior to the commercial sample. It was shown that since the levels of toxic 
elements do not exceed the maximum permissible concentrations, sodium alginate can be used as a food additive.

Keywords: Fucus vesiculosus, brown algae, sodium alginate, rheology, Fourier transform infrared spectroscopy
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ВВЕДЕНИЕ
Альгинат натрия является солью альгиновой кислоты. 

Она представляет собой линейный сополимер, состоящий 
из 1–4 связанных остатков β-D-маннуроновой и α-L-гу-
луроновой кислот, которые случайным образом распре-
делены вдоль углеводных цепей [1]. Данные уроновые 
кислоты образуют однородные блоки гулуроновой или 
мануроновой кислоты, а также цепи с чередующимися 
блоками гулуроновой и мануроновой кислоты [2]. Морские 
бурые водоросли являются единственным промышленным 
источником альгината натрия, который содержится в 
клеточных стенках и межклеточном матриксе бурых 
водорослей [3]. 

Альгинат натрия является биосовместимым, неток-
сичным и биоразлагаемым полимером, а его водные 
растворы характеризуются высокой вязкостью, бла-
годаря чему он широко применяется в пищевой, кос-
метической, биомедицинской и фармацевтической 
отраслях промышленности [4]. В частности, в фарма-
цевтике альгинат натрия применяется при создании 
капсул и микросфер для доставки лекарственных и 

терапевтических средств [5–7]. В медицине альгинат 
применяют для создания гемостатических и проти-
воспаечных пленок [8]. В косметических средствах 
он применяется в качестве структурообразователя 
и эмульгатора для улучшения свойств косметических 
продуктов [9], а также в качестве основного компо-
нента для создания косметических средств на основе 
гидрогелей [10].

В пищевой промышленности альгинат применяют 
в качестве загустителя, эмульгатора, структурообразо-
вателя, заменителя жира, стабилизирующего, связыва-
ющего и функционального компонента [11]. Одним из 
важных направлений использования альгината натрия 
является создание пищевых пленок, поскольку добав-
ление полисахарида значительно улучшает барьерные, 
механические и термические свойства, тем самым 
препятствуя микробному заражению продукции и 
окислительным процессам [12].

Ключевым фактором при определении физико-хими-
ческих и технологических свойств, а также областей приме-
нения альгината натрия является его молекулярная масса, 
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которая, в свою очередь, зависит от таких факторов, как 
место и условия произрастания, тип водорослей, период 
сбора, а также условий получения полисахарида [13]. 
Процесс получения альгината натрия подробно описан 
в обзорных работах [11, 13]. Стандартный процесс экс-
тракции альгинатов основан на термической обработке 
[14]. Повышение температуры обработки может привести 
к увеличению выхода полисахарида, однако при исполь-
зовании высоких температур в сочетании с длительным 
временем экстракции может снижаться вязкость полу-
ченного продукта. Как правило, температура экстракции 
варьируется от комнатной температуры до 50 °C [15]. 
В работе [16] показано, что наиболее высокий выход 
альгинатов был получен при 40 °C, однако в работах [17, 
18] было показано, что наибольший выход наблюдается 
при температурах 90–100 °С. 

Важную роль играет также время экстракции. В 
работе [17] было показано, что существует прямая кор-
реляция между временем экстракции и выходом про-
дукта. Максимальный выход был получен за 3 ч. Однако 
в работе [19] было отмечено, что увеличение времени 
экстракции и температуры способствует получению 
альгинатов с меньшими значениями молекулярной 
массы и вязкости.

Заключительным этапом получения альгинатов 
является их осаждение и очистка. В работе [20] рас-
смотрено три способа осаждения альгината натрия: 
этанолом, соляной кислотой и хлоридом кальция. Осаж-
дение этанолом способствовало увеличению выхода 
альгината, в то время как соляная кислота и хлорид 
кальция способствовали снижению молекулярной массы 
полученных образцов.

Научная литература, посвященная вопросам экс-
тракции альгината натрия из водорослей различного 
происхождения, содержит разрозненные и порой проти-
воречивые сведения о взаимосвязи условий экстракции 
и свойств альгината натрия. По этой причине существует 
необходимость в установлении корреляции между усло-
виями получения альгината натрия, его молекулярной 
массой и реологическими характеристиками, которые, 
в свою очередь, определяют его структурные и органо-
лептические свойства, а также потенциал применения 
в различных отраслях промышленности. Целью данной 
работы является исследование влияния условий экстракции 
и осаждения альгината натрия из бурых водорослей Fucus 
vesiculosus, произрастающих на побережье Кольского 
полуострова, на выход, молекулярно-массовые и реоло-
гические характеристики полисахарида. Исследованы 
показатели безопасности полученного продукта для 
применения в качестве пищевой добавки.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В качестве сырья для получения альгината натрия 

использовали бурые водоросли F. vesiculosus (фукус 
пузырчатый) (рис. 1, а), собранные на побережье губы 
Малая Питкуля (Кандалакшский район, Мурманская 
область, Россия) (рис. 1, b). Дата сбора – 25 июня 2023 
года. Свежесобранные водоросли очищали от песка, 
моллюсков и прочих примесей, промывали в проточной 
воде и высушивали на воздухе при температуре 25±2 °С 
до постоянной массы в течение 3 суток, исключая воз-
действие солнечного света. Высушенные водоросли 
измельчали на лабораторной мельнице в порошок и 

хранили в герметичной таре при комнатной температуре. 
Содержание влаги в высушенных водорослях составило 
12,4±0,5%, содержание золы – 1,3±0,1%, содержание 
альгиновой кислоты – 35,4±1,8%.

Рис. 1. Внешний вид бурых водорослей Fucus vesiculosus (а)  
и район сбора (b)

Fig. 1. Appearance of brown algae Fucus vesiculosus (a)  
and collection area (b)

Альгинат натрия получали по методике, описанной 
в источнике [18], с некоторыми модификациями. 
Для удаления фенольных соединений и бурого пиг-
мента высушенные и измельченные водоросли 
обрабатывали раствором формальдегида с концен-
трацией 2% об. (соотношение водорослей и формаль-
дегида составляет 1:4 по массе) при постоянном пере-
мешивании в течение 24 ч при 25±2 °С.  Обработанные 
водоросли промывали дистиллированной водой 3 раза 
и центрифугировали в течение 15 мин со скоростью 
3500 об/мин при температуре 25±2 °С для отделения 
жидкости. Далее проводили обработку водорослей 
0,2 М раствором HCl (соотношение водорослей и HCl 
составляло 1:4 по массе) при постоянном помешивании 
в течение 2 ч при 25 °С. Обработанные водоросли 
промывали дистиллированной водой до нейтрального 
значения рН и центрифугировали в течение 15 мин со 
скоростью 3500 об/мин при температуре 25 °С.

Обработанные водоросли смешивали с 2%-м раствором 
Na2CO3 в соотношении 1:4 по массе и проводили экс-
тракцию при различных условиях. Для изучения влияния 
времени получения альгината натрия проводили экстракцию 
в течение 1 и 5 ч при температуре 25 °С. Для изучения 
влияния температуры получения альгината натрия на выход 
и свойства продукта экстракцию проводили в течение 1 ч 
при различных температурах: 25, 60 и 80 °С при посто-
янном перемешивании. По окончании экстракции полу-
ченную смесь фильтровали через слой марлевой ткани, 
осадок от фильтрации направляли на утилизацию. Для 
полного удаления мелких частиц водорослей полученный 
раствор центрифугировали в течение 15 мин со скоростью 
3500 об/мин при температуре 25±2 °С. 

Далее проводили осаждение альгината натрия из 
полученного раствора с использованием растворов 
HCl и NaHCO3, а также C2H5OH: 

1. Для осаждения альгината натрия с использованием 
раствора HCl и NaHCO3 к фильтрату по каплям добавляли 
18%-й раствор HCl до значений рН = 1–3, в результате 
чего наблюдалось образование неоднородного геля. 
Полученный гель фильтровали через слой капроновой 
ткани. К полученному гелю добавляли порошок NaHCO3 
до рН = 7. Полученный раствор сушили в лиофильной 
сушилке FreeZone (Labconco, США) при температуре 
минус 50 °С и остаточном давлении 2,4–2,6 Па. 
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2. Для осаждения альгината натрия с использо-
ванием раствора C2H5OH к фильтрату добавляли 95%-й 
раствор C2H5OH в соотношении 1:1 при постоянном 
перемешивании. В результате наблюдалось осаждение 
альгината натрия в виде тонких волокон. Полученный 
альгинат натрия отфильтровывали через слой капро-
новой ткани, после чего сушили в лиофильной сушилке 
FreeZone (Labconco, США) при температуре минус 50 °С 
и остаточном давлении 2,4–2,6 Па.

Для сокращения длительности технологического про-
цесса стадию центрифугирования водорослей после 
обесцвечивания заменили на промывание водорослей 
дистиллированной водой в количестве 5 раз.

Выход альгината натрия X, %, рассчитывали по формуле
	 	

(1)

в которой m – масса высушенного альгината натрия, г; 
M – масса высушенных водорослей, г.

Оценку органолептических показателей (цвета и 
внешнего вида) проводили в соответствии с описанием, 
приведенным в ГОСТ 33310-20151, согласно которому 
альгинат натрия представляет собой желтовато-белый 
с сероватым оттенком волокнистый порошок, гранулы 
или пластинки.

Содержание влаги и золы определяли в соответствии 
с ГОСТ 33331-20152. 

Определение средневязкостной молекулярной 
массы полученных образцов альгината натрия про-
водили методом капиллярной вискозиметрии при тем-
пературе 20 °С. В качестве растворителя использовали 
0,1 М раствор NaCl. Значение молекулярной массы 
рассчитывали с использованием уравнения Марка – 
Куна – Хаувинка:
	  	 (2)

где [η] – характеристическая вязкость; Mη – средне-
вязкостная молекулярная масса; K и α – константы, 
зависящие от природы растворителя и полимера:  
K = 2×10-5, α = 1 [21].

Идентификацию образцов альгината натрия про-
водили методом инфракрасной (ИК) Фурье-спектро-
скопии. Спектры пропускания регистрировали с исполь-
зованием ИК-спектрометра с преобразованием Фурье 
IRTracer-100 (Shimadzu, Япония) в диапазоне частот 
4000–800 см-1 с разрешением 4 см-1 (количество ска-
нирований – 250) в таблетках KBr. 

Содержание токсичных элементов в водорослях 
и альгинате натрия определяли с использованием 
масс-спектрометра с индуктивно-связанной плазмой 
Elan-9000 DRC-e (Perkin Elmer Inc., США).

Реологические свойства водных растворов альгината 
натрия исследовали с использованием модульного ком-
пактного реометра MCR 302 (Anton Paar, Австрия), осна-
щенного измерительной системой «конус – плоскость». 
Диаметр конуса составлял 50 мм, угол между основанием 
конуса и плоскостью – 1°, рабочее расстояние между 
конусом и плоскостью – 0,1 мм. Растворы альгината 

натрия готовили путем растворения навески в дистил-
лированной воде при постоянном перемешивании с 
предварительным набуханием в воде в течение 5 ч 
при 25±2 °С. Концентрация растворов альгината натрия 
составила 3% масс. Измерения проводили при темпе-
ратуре 23,00±0,01 °С в двух режимах деформации:  
1) режиме контролируемой скорости сдвига  в диа-
пазоне от 0,01 до 100 с-1; 2) режиме периодических 
колебаний в области линейной вязкоупругости при 
постоянном значении амплитуды w 1% в диапазоне 
значений частоты деформации  от 0,1 до 100 с-1.

В качестве образца сравнения использовали коммер-
ческий образец альгината натрия из бурых водорослей 
А2033 (Sigma, Великобритания) со среднемассовой 
молекулярной массой 507 кДа.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Основной задачей в технологии альгината натрия 

является получение очищенного продукта без цвета и 
запаха с высокими значениями молекулярной массы и 
вязкости водных растворов [22]. Для изучения влияния 
условий экстракции на физико-химические свойства и 
выход альгината натрия были получены образцы поли-
сахарида при различных значениях времени (1 и 5 ч) 
и температуры (25, 60 и 80 °С) экстракции, а также 
типах осадителя (растворы C2H5OH и HCl). Условное 
обозначение образцов приведено в табл. 1. 

Таблица 1. Обозначение образцов альгината натрия  
в зависимости от условий экстракции
Table 1. Designation of sodium alginate samples  
depending on extraction conditions

Образец
Условия экстракции

Время, ч Температура, °С Осадитель

SA-1-25Et1 1 25 C2H5OH

SA-1-25Et 1 25 C2H5OH

SA-5-25Et 5 25 C2H5OH

SA-1-60Et 1 60 C2H5OH

SA-1-80Et 1 80 C2H5OH

SA-1-25Ac 1 25 HCl

SA-5-25Ac 5 25 HCl

Внешний вид полученных образцов альгината натрия 
приведен на рис. 2. Образцы, полученные при темпе-
ратуре и времени экстракции 25 °С и 1 ч соответственно 
(осадитель – раствор C2H5OH), отвечают  требованиям, 
предъявляемым к пищевым альгинатам, и являются 
наиболее приближенными по цвету к коммерческому 
образцу альгината. Увеличение времени с 1 до 5 ч 
и температуры экстракции от 25 до 80 °С приводит 
к ухудшению органолептических характеристик аль-
гината натрия и увеличению интенсивности цвета от 
светло-бежевого до коричневого. Использование в 
качестве осадителя раствора HCl также способствует 
ухудшению органолептических показателей.

1ГОСТ 33310-2015. Добавки пищевые. Загустители пищевых продуктов. Термины и определения. М.: Стандартинформ, 2019. 15 с.
2ГОСТ 33331-2015. Водоросли, травы морские и продукция из них. Методы определения массовой доли воды, золы и посто-
ронних примесей. М.: Стандартинформ, 2019. 14 с.
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Исследованы физико-химические свойства полу-
ченных образцов альгината натрия (табл. 2). Показано, 
что при увеличении температуры экстракции от 25 
до 80 °С выход и молекулярная масса альгината натрия 
увеличиваются с 3,7 до 19,7% и со 129 до 212 кДа 
соответственно. Увеличение времени экстракции от 
1 до 5 ч не приводит к росту выхода продукта, однако 
незначительно увеличивается значение молекулярной 
массы от 129 до 167 кДа. Содержание золы и влаги 
в образцах, для осаждения которых применялся 
этанол, примерно одинаково и составляет около 30%. 
Использование в качестве осадителя раствора HCl 
приводит к существенному снижению молекулярной 
массы образцов и росту минеральной составляющей, 
что может быть связано с разрушением полимерной 
цепи под действием кислоты и образованием солей 
в процессе осаждения.

Получены ИК-спектры для образцов альгината натрия 
(рис. 3). Они демонстрируют широкую полосу пропу-
скания в диапазоне волновых чисел 3427–3383 см-1,  

соответствующую валентным колебаниям гидроксильных 
групп. Полосы поглощения в области 1614–1618 и 
1413–1418 см-1 отвечают валентным колебаниям асим-
метричных и симметричных карбоксильных групп. Кроме 
того, наблюдается наличие полос поглощения в области 
1300 см-1 (валентные колебания C-O), 1082–1032 см-1 
(колебания C-O и CO-C групп в маннуроновой и гулу-
роновой единицах соответственно) и 816–858 см-1 
(колебания C-O групп в α-конфигурации гулуроновой 
единицы) [23]. Необходимо отметить, что спектры 
полученных образцов альгината натрия соответствуют 
спектру коммерческого образца Sigma А2033.

Таким образом было показано, что наибольшие 
значения выхода продукта и молекулярной массы 
могут быть получены при температуре экстракции 
80 °С (осадитель – раствор C2H5OH), однако при этом 
значительно ухудшаются органолептические свойства, 
что существенно ограничивает области применения 
альгината натрия. Наиболее близким по физико-хими-
ческим и реологическим свойствам к коммерческому 

Рис. 2. Внешний вид образцов альгината натрия после сушки
Fig. 2. Appearance of sodium alginate samples after drying

Таблица 2. Физико-химические свойства образцов альгината натрия 

Table 2. Physicochemical properties of sodium alginate samples

Образец
Показатель

Выход, % Влага, % Зола, % Средневязкостная молекулярная 
масса, кДа

SA-1-25Et1 7,5±0,6 14,5±0,5 33,3±0,1 592±9
SA-1-25Et 3,7±0,5 15,8±0,4 29,3±0,1 129±7
SA-5-25Et 3,6±0,7 15,9±0,7 27,1±0,2 167±6
SA-1-60Et 8,5±0,5 13,0±0,5 29,8±0,1 176±8
SA-1-80Et 19,7±0,6 9,3±0,6 30,3±0,1 212±6
SA-1-25Ac 8,0±0,4 16,4±0,4 69,6±0,2 31±9
SA-5-25Ac 3,6±0,5 12,4±0,5 52,2±0,1 57±5
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образцу является образец SA-1-25Et, полученный при 
25 °С в течение 1 ч. 

Также было показано, что увеличение числа про-
мывок с 3 до 5 и замена стадии центрифугирования 
водорослей на обычную фильтрацию после обработки на 
этапе обесцвечивания приводят к значительному увели-
чению молекулярной массы альгината натрия (592 кДа) 
и к увеличению выхода с 3,7 до 7,5% (см. табл. 2, образец 
SA-1-25Et1). При этом внешний вид продукта сопоставим 
с коммерческим образцом (см. рис. 2). Таким образом, 
данный образец является наиболее перспективным для 
применения в области пищевых технологий.

Для определения соответствия альгината натрия 
требованиям безопасности пищевых и комплексных 
пищевых добавок определено содержание токсичных 
элементов в водорослях F. vesiculosus и образце альгината 
натрия SA-1-25Et1. Результаты испытаний представлены 
в табл. 3. Превышение содержания мышьяка в водо-
рослях обусловлено особенностями санитарно-гигиени-
ческого состояния Белого моря, а также способностью 
бурых водорослей аккумулировать металлы вследствие 
высокого содержания полисахаридов [24]. Однако пред-
варительная обработка сырья, а также многократная 
промывка и обработка биомассы в процессе экстракции 
позволяют снизить содержание мышьяка в альгинате 
натрия до безопасных значений. Содержание тяжелых 
металлов в образце альгината натрия не превышает 
предельно допустимых концентраций, установленных 
техническим регламентом Таможенного союза ТР ТС 
029/20123. 

Для качественной оценки полученных образцов аль-
гината натрия были исследованы реологические свойства 
водных растворов полисахарида с концентрацией 3% 
масс. Наиболее важными реологическими характери-
стиками являются текучесть, вязкость и вязкопластичные 
свойства, поскольку они определяют качество продукции, 
а также необходимы для определения технологических 
параметров производства [25].

На рис. 4, а представлены зависимости вязкости 
от скорости сдвига для водных растворов альгината 
натрия. Вязкость растворов закономерно увеличи-
вается по мере роста значений молекулярной массы 
(см. табл. 2). При этом наибольшими значениями 
вязкости характеризуется образец SA-1-25Et1, полу-
ченный при температуре 25 °С в течение 1 ч. Судя 
по форме зависимостей, представленных на рис. 3, а, 
водные растворы альгината натрия представляют 
собой неньютоновские жидкости. При этом суще-
ствует некоторая критическая скорость сдвига, при 
которой наблюдается существование ньютоновского 
плато. Для аппроксимации реологических кривых на 
рис. 4, а использовали модель Кросса (3), параметры 
аппроксимации приведены в табл. 4:
	

 
(

,
	

(3)

где η – вязкость, Па×с; η0 – ньютоновская вязкость, Па×с; 
η∞ – предельная вязкость, Па×с; α – характеристическое 
время, связанное с разрывом связей в структуре жид-
кости, с; n – индекс течения;  – скорость сдвига, с-1.

Рис. 3. Инфракрасные спектры образцов альгината натрия 
Fig. 3. Infrared spectra of sodium alginate samples

3Технический регламент Таможенного союза ТР ТС 029/2012. Требования безопасности пищевых добавок, ароматиза-
торов и технологических вспомогательных средств. Принят 20.07.2012 г. 308 с.

Таблица 3. Содержание токсичных элементов в сырье  
и альгинате натрия

Table 3. Content of toxic elements in raw materials  
and sodium alginate

Элемент
Предельно 
допустимая 

концентрация

Содержание элемента, мг/кг

в Fucus 
vesiculosus

в образце 
SA-1-25Et1

Ртуть 1,0 менее 0,05 0,13

Кадмий 1,0 менее 0,10 менее 0,10

Свинец 5,0 2,58 0,17

Мышьяк 3,0 11,10 0,52
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Рис. 4. Зависимости вязкости (а) и напряжения сдвига (b) от скорости сдвига; зависимости модулей накопления  
и потерь (c) и тангенса угла механических потерь (d) от частоты деформации (Т = 23 °С)
Fig. 4. Dependences of viscosity (a) and shear stress (b) on the shear rate; dependence of the storage moduli and loss 
module (c) and tangent of the angle of mechanical losses (d) on the deformation frequency (Т = 23 °С)

Таблица 4. Параметры аппроксимации

Table 4. Approximation parameters

Образец
Модель Кросса Модель Оствальда – де Виля

α, с n η0, Па×с η∞, Па×с R2 k n R2

SA-1-25Et1 0,68 0,76 103,83 4,62×10-7 0,999 59,77 0,79 0,999
SA-1-25Et 0,01 0,44 0,63 3,34×10-8 0,993 0,54 0,94 0,999
SA-5-25Et 0,33 0,49 8,16 1,38×10-7 0,960 4,87 0,84 0,999
SA-1-60Et 0,15 0,64 10,27 1,75×10-7 0,995 7,64 0,86 0,999
SA-1-80Et 0,25 0,60 14,44 2,06×10-7 0,990 9,55 0,83 0,999
SA-1-25Ac – – – – – 0,01 0,97 0,999
SA-5-25Ac – – – – – 0,02 0,98 0,999
A2033 0,33 0,61 36,52 4,31×10-7 0,999 23,22 0,82 0,999

Примечание. α – характеристическое время; n – индекс течения; η0 – ньютоновская вязкость; η∞ – предельная вязкость; 
R2 – коэффициент детерминации; k – коэффициент консистенции; n – индекс течения.

Как видно из табл. 4, значения ньютоновской и 
предельной вязкостей, а также характеристического 
времени увеличиваются по мере увеличения темпе-
ратуры и времени экстракции с 25 до 80 °С и с 1 до 5 ч 
соответственно. Наибольшие значения параметров, 
рассчитанных по уравнению (3), наблюдаются для 
образца SA-1-25Et1, который характеризуется более 
высоким значением молекулярной массы. Для образцов 

с низкой вязкостью SA-1-25Ac и SA-5-25Ac, осажденных 
с использованием раствора HCl, уравнение Кросса 
не применимо.

На рис. 4, b представлены кривые течения водных 
растворов альгината натрия. Видно, что напряжение 
сдвига увеличивается по мере увеличения молекулярной 
массы альгината натрия за счет увеличения длины моле-
кулярной цепи и внутреннего трения. Кривые течения 
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были аппроксимированы с использованием модели 
Оствальда – де Виля (степенной модели) (4), параметры 
аппроксимации приведены в табл. 4:
	 = × ̇ , 	 (4)

где σ – напряжение сдвига, Па; k – коэффициент кон-
систенции, численно равный вязкости при единичном 
градиенте скорости, Па×сn;  – скорость сдвига, с-1;  
n – индекс течения, который определяет степень выра-
женности  неньютоновского поведения системы. 

Водные растворы альгината натрия представляют собой 
псевдопластичные жидкости, поскольку значение индекса 
течения n < 1. Индекс течения уменьшается с ростом 
молекулярной массы альгината натрия, в то время как 
коэффициент консистенции увеличивается. Это связано 
с тем, что с ростом молекулярной массы полисахарида 
увеличивается сопротивление цепей трению вследствие 
образования межмолекулярных зацеплений [26].

На рис. 4, с приведены частотные зависимости 
динамических модулей (накопления G′ и потерь G″) 
для растворов альгината натрия. Видно, что значения 
динамических модулей растут по мере увеличения 
частоты деформации во всем исследуемом диапазоне, 
при этом значения G″ несколько превосходят значения G′, 
особенно в области низких частот, что характерно для 
жидкообразного поведения материалов. Образец 
SA-1-25Et1 характеризуется максимальными значе-
ниями динамических модулей, которые превосходят 
аналогичные значения коммерческого образца Sigma.

Факт того, что значения тангенса угла динамических 
механических потерь (tan δ = G″/G′) для всех исследо-

ванных водных растворов альгината натрия больше или 
близки к единице, также указывает на преимущественно 
вязкое поведение растворов (рис. 4, d). Для образцов 
SA-1-25Et1 и A2033 наблюдается снижение значения tan δ 
во всем диапазоне частот. Для остальных образцов, за 
исключением SA-5-25Ac, изменение данного показателя 
проходит через максимум. Такое поведение может быть 
связано с различиями во внутримолекулярных взаи-
модействиях, а также во взаимодействии полимера с 
растворителем при различных условиях сдвига.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В работе исследовано влияние условий экстракции 

и осаждения альгината натрия из бурых водорослей 
F. vesiculosus на выход, молекулярно-массовые и рео-
логические характеристики полисахарида. Показано, 
что образец SA-1-25Et1, полученный при температуре 
и времени экстракции 25 °С и 1 ч соответственно, 
пятикратной промывке и замене стадии центрифу-
гирования на фильтрацию, характеризуется наи-
более высокими значениями молекулярной массы 
(592 кДа) и реологических характеристик. При этом 
по технологическим характеристикам полученный 
образец превосходит коммерческий. Отмечено также, 
что альгинат натрия может применяться в качестве 
пищевой добавки, поскольку содержание токсичных 
элементов не превышает установленных предельно 
допустимых концентраций. Таким образом, альгинат 
натрия SA-1-25Et1 может применяться в пищевой 
промышленности в качестве структурообразователя, 
загустителя и стабилизатора.
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О перспективах применения сверхкритических флюидных  
технологий в различных отраслях промышленности
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Аннотация. Целью работы являлось определение факторов развития различных отраслей российской промыш-
ленности, использующих сверхкритические флюидные технологии и способствующих переходу от лабораторных 
решений к промышленным масштабам. Исследуемые технологии используются в целлюлозно-бумажной, нефте-
газовой, строительной, деревообрабатывающей, текстильной, автомобилестроительной, пищевой, химической, 
сельскохозяйственной, фармацевтической, космической отраслях, а также в медицине и сфере экологии. Рассмо-
трены особенности применения сверхкритических флюидных технологий в указанных направлениях. Наиболее 
применяемым растворителем является диоксид углерода по причине его доступности и относительно низких 
критических параметров. Имеются перспективы промышленного использования сверхкритической воды и 
других флюидов, однако их использование в промышленных масштабах требует термодинамических условий. 
Технологическому и промышленному суверенитету отвечают ресурсные возможности нефтегазовой, пищевой 
и сельскохозяйственной отраслей. Стратегическую важность представляет космическая отрасль, для которой 
необходимы дальнейшие исследования в сфере применения сверхкритических флюидных технологий. Отдельные 
отрасли российской промышленности могут способствовать суверенитету при обеспечении промышленного 
производства оборудования для применения перспективных технологий и расширения перечня различных 
растворителей в промышленных объемах. Необходимо также внедрение пилотной стадии между лабораторными 
исследованиями применения сверхкритических флюидных технологий и переходом к промышленному этапу. 
Ряд отраслей в рамках суверенитета требует увеличения объема сырьевых компонентов сверхкритических 
флюидных систем. В заключение указанные факторы выделены с точки зрения масштабного развития конкре-
тизированных отраслей промышленности посредством рассматриваемых технологий.
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Abstract. The study aims to identify factors contributing to the development of various Russian industries that use 
supercritical fluid technologies and facilitate their transition from laboratory to industrial scale. The considered 
technologies are used in the pulp and paper, oil and gas, construction, woodworking, textile, automotive, food, 
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chemical, agricultural, pharmaceutical, and space industries, as well as in medicine and ecology. The specifics of 
applying supercritical fluid technologies in these sectors are considered. Carbon dioxide is the most commonly used 
solvent due to its availability and relatively low critical parameters. Supercritical water and other fluids have prospects 
for industrial use; however, their use on an industrial scale requires thermodynamic conditions. Technological and 
industrial sovereignty is ensured by the resource capabilities of the oil and gas, food, and agricultural industries. 
Of strategic importance is the space industry, which requires further research into the application of supercritical 
fluid technologies. Some sectors of the Russian industry can contribute to sovereignty, provided that equipment is 
produced for applying promising technologies and expanding the range of various solvents on an industrial scale. 
It is also necessary to introduce a pilot stage between laboratory research into the application of supercritical fluid 
technologies and the transition to the industrial stage. For several industries, sovereignty requires a greater quantity 
of raw materials used in supercritical fluid systems. In conclusion, the identified factors are discussed from the 
perspective of the large-scale development of specific industries through the considered technologies.

Keywords: supercritical fluid technology, industrial enterprise, technological sovereignty, industrial sovereignty, carbon 
dioxide, supercritical water

For citation: Dadashev M.N. On the prospects for applying supercritical fluid technologies in various industries. 
Proceedings of Universities. Applied Chemistry and Biotechnology. 2025;15(4):559-572. (In Russian). DOI: 10.21285/
achb.1001. EDN: DZFYJN.

ВВЕДЕНИЕ
Применение сверхкритических флюидных техно-

логий (СКФТ) в различных отраслях промышленности 
призвано решить ряд производственных задач, начиная 
с экономии электроэнергии и завершая управлением 
переработкой и безопасной утилизацией отходов раз-
личных перерабатывающих отраслей промышленности. 
В нефтегазовой отрасли с 2011 года активно дискути-
руется вопрос о применении СКФТ при очистке тяжелых 
фракций от смол и асфальтенов. Несмотря на доступность 
СКФТ как способа очистки и получения серы в нефтега-
зовой отрасли остается актуальным вопрос разработки 
и поставки оборудования, объема перерабатываемого 
сырья и выбора оптимального растворителя. 

Установлено, что в сверхкритическое состояние можно 
перевести большинство газообразных и жидких веществ, 
единственным условием которых является отсутствие 
способности к разложению при сверхкритических пара-
метрах. Оптимальными веществами до сих пор считаются 
вода и ксенон, однако технологическое использование 
воды при СКФТ затруднительно по причине высокой кри-
тической точки кипения. Ксенон как газовое вещество 
является дорогостоящим. По причине широкой доступ-
ности и относительно низких критических параметров 
в процессах СКФТ используют диоксид углерода, азот, 
водород и кислород, а также различные сорастворители. 
Данные вещества не являются исчерпывающими для 
промышленности, однако их объединяет процесс охлаж-
дения при температуре, соответствующей критической 
точке, и изменения давления. Ввиду того, что сверхкри-
тические флюиды являются хорошими растворителями 
(обладают высоким коэффициентом диффузии, высокой 
плотностью, низкой вязкостью), их распространение 
нашло широкое применение в нефтехимической, фар-
мацевтической, пищевой промышленности, медицине 
и в других технических отраслях [1].

Целью настоящего исследования является опреде-
ление факторов развития различных отраслей российской 
промышленности, использующих СКФТ и способствующих 
ускоренному переходу от лабораторных решений к про-
мышленным масштабам. Достижение поставленной 
цели возможно путем применения таких методов, как 
обобщение существующих результатов исследований 
других авторов, конкретизация особенностей химических 

процессов, синтез полученных выводов при определении 
перспектив применения СКФТ в отраслях российской 
промышленности в контексте технологического и про-
мышленного суверенитета, а также анализ факторов 
развития отраслей промышленности, использующих 
СКФТ, при переходе от лабораторных решений к про-
мышленным масштабам.

ОСОБЕННОСТИ ПРИМЕНЕНИЯ  
СВЕРХКРИТИЧЕСКИХ ФЛЮИДНЫХ  
ТЕХНОЛОГИЙ В РАЗЛИЧНЫХ  
ОТРАСЛЯХ ПРОМЫШЛННОСТИ 

Ретроспективно возможности СКФТ в исследованиях 
рассматривались как отдельные химические процессы 
без систематизации общих или ключевых свойств, осо-
бенностей использования технологии, позволяющей 
упростить производственный процесс при решении, 
к примеру, экологических проблем или технических 
задач пищевой или иной промышленности. 

Сверхкритические технологии в целлюлозно-бумажной 
промышленности. Последние десять лет обсуждается 
вопрос о применении СКФТ в целлюлозно-бумажной про-
мышленности, сложность решения обозначенной задачи 
состоит в вынужденной конверсии отходов с исполь-
зованием сверхкритической воды (Tк = 374 °C (674 К);  
Ркр = 22,1 МПа). Перспективность технологии для цел-
люлозно-бумажной промышленности пока доказана 
лабораторным путем, однако переход к промышленным 
масштабам применения СКФТ затруднен по причине 
закупоривания транспортных магистралей и коррозии 
конструкционных материалов, выступающих неизбежным 
последствием использования сверхкритической воды [2]. 
Немаловажной способностью СКФТ является возмож-
ность очистки промышленного водного стока крупных 
российских предприятий. В данном случае растворителем 
выступает неполярный диоксид углерода, который уча-
ствует в бинарных системах: углерод – ацетон, а также 
углерод – фенол. Экологическая проблема, связанная 
с очисткой водных стоков на предприятиях, особенно 
в регионах, в целом решена путем применения СКФТ 
и кратного снижения давления, особенно при выде-
лении фенола [3]. 

Некоторые подходы к использованию среды СКФТ 
потенциально перспективны в процессе создания 
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мембранных материалов, которые предназначены в 
целях разделения газов в промышленных условиях. 
Лабораторно доказано, что введение бромида бути-
лимидазолия (Blm+Br) в структуру поли(1-триметилси-
лил-1-пропина) в двухстадийном процессе при условии 
использования сверхкритического диоксида углерода и 
трифторметана позволяет модифицировать полимеры, 
которые отличаются термической стабильностью, каче-
ственными пленкообразующими параметрами и уси-
ленной устойчивостью к углеводородам. Тем не менее 
остается спорным вопрос относительно возможности 
получения таким способом модифицированных поли-
меров в промышленных масштабах [4]. Применение СКФТ 
может изменить целые направления производственных 
процессов, а перспективы развития данной технологии 
при помощи испытания новых растворителей и сред 
не ограничены, что формирует актуальность оценки 
потенциала СКФТ при укреплении технологического и 
промышленного суверенитета.

Сверхкритические технологии в нефтегазовой отрасли. 
При стандартном подходе процесс деасфальтизации 
тяжелых нефтяных остатков позволяет удалить высо-
комолекулярные асфальтены. Для деасфальтизации в 
качестве растворителя зачастую применяется жидкий 
пропан (Tк = 60 °C; Ркр = 3,5 МПа). Если используется 
смесь пропана и пропилена (Tк = 100 °C; Ркр = 11 МПа), 
то устраняется целесообразность полного испарения 
экстрагента при отделении продуктов. Методом сверх-
критической деасфальтизации в нефтегазовой промыш-
ленности регулируются проблемы нефтяных остатков, 
а также выделения никеля и ванадия, которые, как 
указывалось ранее, имеются в наличии в структуре 
нефти в качестве порфиринов. Экспериментальным 
путем в свое время было зафиксировано, что объем 
содержания указанных порфиринов в тяжелых сортах 
нефти достигает 1000 г/т, они обнаруживаются в смоли-
сто-асфальтеновой части углеводорода. Учитывая перспек-
тивность горячих сланцев, применение СКФТ позволяет 
интенсивно растворять находящихся в порах битумоиды, 
а также уменьшать прочность донорно-акцепторных 
взаимодействий, образуемых между отдельными фраг-
ментами полимерной матрицы органических веществ. 
Таким образом, существует перспектива увеличения 
конверсии органических веществ горючего сланца и 
получения широкого перечня иных целевых нефтяных 
и газовых продуктов [5].

В то же время доказано, что извлечение углеводо-
родов, в том числе нефти, при давлении ниже крити-
ческого затруднительно и неэффективно в интервале 
температур  303–673 К и проницаемости пласта. 
Закачка в пласт сверхкритического диоксида углерода 
обеспечивает динамику коэффициента извлечения 
нефти более чем на 17% [6]. При сверхкритической 
экстракции экспериментальным путем обнаружена 
возможность извлечения целевых компонентов, что 
положительно сказывается на соотношении экстрагент – 
нефть. Если использовать в качестве растворителя 
диоксид углерода в комбинации с пропаном (C3H8), то 
применение СКФТ позволяет регенерировать отрабо-
танные моторные масла, относящиеся как вид отходов 
к III классу опасности [7]. 

Сверхкритические технологии в строительной отрасли. 
Применение СКФТ актуально в сфере дорожного стро-

ительства, для которого при помощи экстрагирования 
каменного угля получают искусственный битум и произ-
водные материалы. Такой материал позволяет обеспечить 
долговечность дорожных покрытий, а также снизить 
вероятность возникновения дорожных трещин и иных 
дефектов. В настоящее время получаемый методом СКФТ 
искусственный битум широко используется при прокла-
дывании междугородних трасс, сельских и объездных 
дорог в городах федерального значения, а также при 
покрытии внутренних территорий жилых кварталов [8]. 
Начиная с 2007 года, метод СКФТ используется при 
возведении зданий и в строительстве трубопроводов 
для транспортировки газа. При этом возведении зданий 
в большей степени метод СКФТ основан на сверхкрити-
ческой импрегнации, позволяющей модифицировать 
полимерные и нанопористые материалы. Впоследствии 
указанные полимеры используются при производстве 
строительных материалов и строительных смесей. Метод 
СКФТ улучшает характеристики нанопористых полимеров, 
которые в будущем используются при производстве 
исходных материалов для покрытий при строительстве 
инфраструктуры территории [9]. 

Сверхкритические технологии в деревообрабаты-
вающей промышленности. Эксперимент, произведенный 
исследователями из разных стран еще в 2004 году путем 
экстракции диоксида углерода при покрытии деревянных 
изделий с одновременным удалением пестицидов, под-
твердил возможность комбинирования красителей при 
покрытии без нанесения ущерба деревянным изделиям. 
Таким образом, промышленные предприятия, которые 
используют различные красители и их комбинации при 
покрытии изделий из дерева, получили важные данные о 
необходимом процентном содержании пигментов, полу-
чаемых при экстракции диоксидом углерода при СКФТ и 
достижении таких эффектов, как получение оптимального 
комбинированного красителя, обеспечение безопасности 
для структуры изделия и безопасности использования 
изделия человеком в повседневной жизни [10]. Потенциал 
переработки древесины заслуживает отдельного внимания, 
так как российскими исследователями доказана ценность 
извлечения основных экстрактивных веществ древесины 
методом СКФТ, позволяющей получать высококачественное 
химическое сырье для многих отраслей промышленности. 
В настоящее время кора деревьев как вид крупнотон-
нажных отходов провоцирует возникновение экологических 
проблем, тем не менее указанное растительное сырье 
содержит кислоты, полифенолы, подлежащие переработке 
методом СКФТ из соображений экономической доступ-
ности [11]. В Российской Федерации на данный момент 
подобный производственный процесс не осуществляется, 
хотя препятствующие факторы отсутствуют.

В некоторых случаях процесс покрытия изделий на 
промышленных предприятиях осуществляется путем 
электроосаждения. Применение сверхкритических жид-
костей в качестве растворителей при электроосаждении 
на данный момент широко не распространено. Пер-
спективность промышленного использования электро-
осаждения из сверхкритических жидкостей технически 
может быть обеспечено при помощи сверхкритического 
диоксида углерода в сочетании с таким сораствори-
телем, как ацетонитрил (Tк = 272,4 °C; Ркр = 47,7 МПа)  
и сверхкритический дифторметан (Tк = 78,4 °C;  
Ркр = 5,8 МПа). Современное развитие нанотехнологий 
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могло бы упростить применение электроосаждения со 
сверхкритическими жидкостями при условии лабора-
торного определения групп таких жидкостей, которые 
по своим свойствам доступны в использовании и про-
цессе электроосаждения [12].

Сверхкритические технологии в текстильной про-
мышленности. Текстильная отрасль наиболее выражена 
и заметна с точки зрения смены применяемых техно-
логий. На данный момент СКФТ используется различными 
крупными текстильными заводами для окрашивания 
тканей и их очистки, если возникает подобная произ-
водственная необходимость. Путем импрегнации и при 
помощи использования диоксида углерода заводы адсо-
рбируют краситель на поверхность тканевых волокон. 
Такой способ позволяет красителю на молекулярном 
уровне проникать во все поры и покрывать ткань краской 
ровным слоем. Положительным моментом применения 
СКФТ в текстильной промышленности путем импрег-
нации является минимальное образование отходов, 
а именно токсичных сточных вод. Несмотря на то что 
данную технологию используют крупные текстильные 
заводы во многих странах, ее массовое применение 
отраслевыми предприятиями в целом пока не обна-
ружено по причине ограниченных прав соответствующей 
патентной технологии [13]. 

Российские исследователи дополнительно отмечают, 
что использование СКФТ и диоксида углерода в 
качестве растворителя в текстильной промышленности 
позволяет модифицировать текстильные материалы и 
извлекать различные примеси из их волокон. Однако 
на практике указанные свойства учитываются в тек-
стильной промышленности ряда европейских стран, в 
которых методом СКФТ окрашивают бабины с пряжей и 
меняют оттенки красителя. Дополнительно метод СКФТ 
в рассматриваемой промышленности позволяет в два 
раза сократить время окрашивания материалов. Как 
наиболее эффективные при применении СКФТ заре-
комендовали себя полиэфирные ткани, подлежащие 
окрашиванию за счет не только различной скорости 
переноса, но и дифференциального количества кра-
сителей. Для того чтобы обеспечить долговечность 
наносимых красителей, в некоторых случаях в качестве 
сорастворителей используют ацетон (Tк = 235 °C;  
Ркр = 47 МПа), алифатический спирт или толуол (Tк = 318,6 °C;  
Ркр = 40,6 МПа) [14]. 

Использование диоксида углерода при СКФТ адапти-
ровано в процессе окрашивания синтетических мате-
риалов. Продолжительность применения технологий 
более кратковременно, нежели при окрашивания поли-
эфирных материалов. Подобный эффект достигается за 
счет постепенного изменения давления и температуры. 
Совершенство применения СКФТ при окрашивании 
синтетических материалов наглядно подтверждается 
возможностью прогнозирования объема наносимого 
красителя за одну минуту времени осуществления про-
цесса окрашивания [15]. 

Сверхкритические технологии в медицине. Прояв-
ление промышленных перспектив СКФТ ожидается в 
сфере стоматологии, так как рассматриваемая техно-
логия позволяет получить ксеногенную костную крошку. 
Полученный материал впоследствии становится основой 
для имплантационного материала. Ксеноимплантаты 
потенциально полезны не только в стоматологии, но и 

в челюстно-лицевой хирургии, так как состоят из кол-
лагеновых волокон. Костная крошка представляет 
собой минеральную часть костной ткани, как правило, 
из бычьей кости. В настоящее время бычья кость 
как ксеногенный материал используется в процессе 
СКФТ путем экстракции (Tк = 50 °C; Ркр = 250 МПа). В 
дальнейшем ксеногенный материал обрабатывается 
в растворе перекиси водорода. В результате метод 
СКФТ позволяет получить имплантационный материал, 
обладающий высокой биосовместимостью. Если при 
СКФТ бычья кость измельчается, то имплантационный 
материал впоследствии получается рассыпчатым, стери-
лизованным и сухим, что позволяет беспрепятственно 
применять его в челюстно-лицевой хирургии и трав-
матологии [16]. СКФТ перспективны для стерилизации 
медицинских изделий. Методом сверхкритической сушки 
и стерилизации, а также при использовании диоксида 
углерода и пероксида водорода образуется конденсат, 
а затем происходит растворение пероксида водорода. 
Совмещенные процессы предупреждают разрушение 
пористой структуры изделий. Однако перспективность 
подобной технологии может прослеживаться лишь в 
условиях высокого давления при температуре 40 °С [17]. 
В последнее время изучаются перспективы применения 
СКФТ в наномедицине по причине содержания в исполь-
зуемых биомакромолекулах природных активных ком-
понентов, обладающих биосовместимостью и высокой 
таргетностью. Направление биомакромолекулярной 
медицины в целом отличается активным применением 
СКФТ при помощи растворителей, отличающихся высоким 
содержанием белка, нуклеиновых кислот и полисаха-
ридов. Получаемые биомакромолекулы используются в 
качестве терапевтических агентов, особенно при борьбе 
с онкологическими заболеваниями [18].

Сверхкритические технологии в сфере автомобиле-
строения. Существует положительная сторона применения 
сверхкритического диоксида углерода, которая наблю-
дается в разработанной еще в 1991 году технологии 
распыления. Сущность ее состоит в замене летучих 
растворителей в стандартных покрытиях с определенным 
содержанием твердых частиц. Технология распыления с 
использованием сверхкритического диоксида углерода 
позволяет сократить выбросы летучих органических 
соединений на 80 % при помощи полимерных систем, 
особенно в сфере автомобилестроения [19].

Сверхкритические технологии в пищевой промыш-
ленности. В настоящее время особо следует отметить, 
что во многих отраслях пищевой промышленности 
для придания продукции определенного цвета, вкуса 
и аромата выпускаемой продукции в основном исполь-
зуются синтетические красители, сахарозаменители, 
ароматизаторы и другие добавки, которые не имеют 
биологической и пищевой ценности, однако их про-
изводство и применение увеличивают техногенную 
нагрузку на окружающую среду и наносят непопра-
вимый ущерб здоровью населения. Данная ситуация 
становится возможной по причине низкой стоимости, 
доступности и широкого спектра цветов синтетических 
добавок по сравнению с натуральными. Существует 
острая необходимость исключения целого ряда син-
тетических красителей при производстве пищевой, 
пивобезалкогольной, ликеро-водочной, кондитерской, 
хлебобулочной, фармацевтической, парфюмерно-кос-

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour


563

Дадашев М.Н. О перспективах применения сверхкритических флюидных технологий в различных отраслях… 
Dadashev M.N. On the prospects for applying supercritical fluid technologies in various industries  

https://vuzbiochemi.elpub.ru/jour 

метической и другой продукции, связанной с вредным 
и опасным воздействием на организм человека. Для 
обеспечения потребностей пищевой промышленности 
отечественными натуральными красителями из воз-
обновляемого растительного сырья следует коренное 
изменение всего технологического процесса их полу-
чения, в том числе путем промышленного использо-
вания СКФТ [20].

В пищевой промышленности СКФТ используется 
для различных целей, в том числе при обработке, кон-
сервировании продуктов питания и мониторинга их 
качества. Основным растворителем в процессе при-
менения СКФТ выступает диоксид углерода, который 
эффективен при микронизации ванили, сушки свеклы, 
экструзии пищевых продуктов с высоким содержанием 
белка. Следует отметить, что препятствующим фактором 
для промышленного применения СКФТ является отсут-
ствие актуальных данных о химических изменениях в 
продуктах питания [21]. В научном сообществе отмечают, 
что лабораторные испытания применения СКФТ для 
целей пищевой промышленности осуществляются 
лишь в последние два десятилетия. Наиболее заметные 
результаты прослеживаются в нахождении решения по 
сохранению продуктов питания, что отвечает существу-
ющему спросу на натуральные продукты питания [22].

Многие исследователи убеждены, что диоксид углерода 
отличается низкой стоимостью, отсутствием токсичности, 
низкими критическими параметрами, а также негорюч. 
Данный растворитель имеет относительно низкие кри-
тические параметры (Ткр = 31 °С; Ркр = 7,38 МПа). При 
этом следует обратить внимание, что относительная 
безопасность диоксида углерода как растворителя 
обеспечивается тремя периодами интенсивной сверх-
критической экстракции [23]. На примере пищевой 
промышленности применение экстракции формирует 
способность растворителей извлекать расширенный 
спектр как неполярных, так и полярных соединений. 
Таким образом, экстракция позволяет получить обо-
гащенные флавоноидами и алкалоидами экстракты 
с максимальным сохранением природного баланса 
биологически активных веществ. При этом экстракция 
методом СКФТ в настоящее время считается наиболее 
безопасной. Дополнительным преимуществом экстракции 
методом СКФТ является возможность использования 
ограниченного количества растворителя, что невоз-
можно в процессе применения более традиционных 
методов [24].

В Иордании СКФТ применяется при проверке сортов 
кофе на наличие токсичных элементов, в том числе калия, 
железа цинка, стронция и др. Метод СКФТ позволяет 
получить достаточно точные данные по степени токсич-
ности тех или иных сортов кофе согласно коэффициенту 
допустимой с точки зрения безопасной корреляции 
(R2 > 0,95) [25]. В других странах Ближнего и Среднего 
Востока распространена технология экстракции кожуры 
тыквы в целях повышения окислительной стабильности 
рапсового масла. Подобный подход к СКФТ позволяет 
более интенсивно поглощать свободные радикалы и 
восстанавливать действие железа. В результате синер-
гетический эффект усиливает защитную эффективность 
от окисления рапсового масла в процессе дальнейшего 
хранения в стандартных условиях [26]. В указанных 
странах в целом проводятся лабораторные исследования 

применения СКФТ с использованием семян масличных 
культур, обогащенных полифенолами. Использование 
СКФТ позволяет получать растительные масла в сжатые 
сроки и при низких затратах. В то же время остается 
нерешенной проблема прогнозирования и оптими-
зации параметров температуры, объема используемого 
диоксида углерода, давления, комбинаций методов в 
целях обеспечения разновидности получаемой пищевой 
продукции [27]. В последнее время СКФТ стали активно 
использовать при обработке продовольственных запасов, 
извлекаемых из морской среды. Употребляемые в пищу 
разнообразные организмы мирового океана требуют 
высококачественной и эффективной обработки для 
обеспечения микробиологической безопасности. При-
менение СКФТ на данный момент рассматривается 
как инновационная технология, однако предприятия 
разных стран, прибегающих к обозначенной технологии, 
получают возможность извлечения из океана больших 
объемов продовольственных ресурсов [28]. 

Сверхкритические технологии в химической про-
мышленности. По мере развития СКФТ как направления 
предпринимались неоднократные попытки вычислить 
математическим путем группы жидкостей, физические 
свойства и химические параметры которых позволяют 
унифицировать технологический процесс вне зависи-
мости от направления деятельности промышленных 
предприятий. Одна из результативных попыток была 
предпринята в процессе группировки сверхкритических 
моделей жидкости, их предельные значения обеспе-
чиваются распределением массы жидкости по мере 
увеличения, начиная с нуля. Тем не менее, несмотря на 
возможность ограничения текучести, метод моделиро-
вания сверхкритических жидкостей как промышленный 
способ не обсуждается по объективным причинам, 
одна из которых состоит в необходимости создания и 
развития промышленных условий, позволяющих обе-
спечить процесс распределения массы сверхкрити-
ческой жидкости при помощи специализированного 
оборудования [29]. 

Комплексное применение сверхкритического 
диоксида углерода в совокупности с нано- и микро-
технологиями в свое время позволило разработать 
уникальные устойчивые производственные стратегии 
для новых лекарственных препаратов. Безопасность 
использования сверхкритического диоксида углерода 
состоит в улучшении синтеза или обработке приме-
няемых материалов. В результате образуются трехмерные 
многофункциональные конструкции. Сверхкритический 
диоксид углерода выступает в качестве сырья или раство-
рителя, способствующего разработке таких уникальных 
по своим свойствам материалов, как дендримеры или 
полимеры на основе оксазолина. Подобные полимерные 
материалы хорошо растворяются в воде, биоразла-
гаемы и биосовместимы. Как структурный компонент 
отличаются антимикробной активностью [30]. 

Сверхкритические технологии в сфере сельского 
хозяйства. Применение СКФТ на основе пористого 
оксида кремния (Tк = 25 °C; Ркр = 100 МПа) позволяет 
использовать комплексные системы для равномерного 
дозирования пестицидов в почву. Получение указанных 
систем возможно при реализации СКФТ и в случае, 
если в качестве пестицида используется валидомицин, 
обладающий характеристиками антибиотика и приме-
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няемый для борьбы с болезнью риса. В российском 
сельском хозяйстве валидомицин используется в еди-
ничных случаях, так как на территории государства про-
мышленно произрастают другие сельскохозяйственные 
культуры в условиях иного климата и географических 
особенностей. Некоторые болезни риса актуальны в 
странах с тропическим и муссонным климатом и про-
воцируются поражением грибковыми инфекциями. 
Путем сверхкритического водного окисления воз-
можно обезвреживание сточных вод на территории 
агропромышленных комплексов. При условии пред-
варительной кавитационной обработки усиливается 
эффективность применения СКФТ для последующего 
обеспечения автотермичного процесса. В сельском 
хозяйстве автотермичный процесс осуществляется 
при создании тепловых условий содержания молодняка 
животных и птицы, а также при разложении органики в 
анаэробной среде [31]. Использование СКФТ полезно 
при биоремедиации окружающей среды. Таким образом, 
в ряде регионов производится очистка геотермальных 
вод от фенола в открытые водоемы. Данный процесс 
важен ввиду необходимости устранения твердых отло-
жений в скважинах и трубопроводах, а также получения 
минерального сырья при дальнейшем использовании 
в сельском хозяйстве [32].

Сверхкритические технологии в фармацевтической 
промышленности. В фармацевтической промышлен-
ности диоксид углерода как растворитель используется 
во многом по причине экологической безопасности. 
Из применяемого растворителя выходит примерно 
1% (по массе) получаемого продукта, при этом 50% 
растворителя восстанавливается в течение произво-
димого химического процесса. Однако экологическая 
безопасность используемого диоксида углерода в СКФТ 
относительна, так как углеводородный растворитель в 
долгосрочной перспективе преобразуется в диоксид 
углерода и впоследствии становится компонентом 
углеродного цикла. Распространенность использо-
вания диоксида углерода в качестве растворителя 
постепенно становится предметом дискуссий, как и 
возможность использования сверхкритической воды, 
так как многие промышленные растворители не только 
опасны, но и способны полностью восстанавливаться 
по своим изначальным свойствам, соответственно, 
переработка в рамках производственного процесса 
может стать со временем трудоемкой и экономически 
нецелесообразной. Тем не менее при отсутствии иных 
доступных растворителей для промышленных целей 
диоксид углерода с высокой вероятностью будет исполь-
зоваться в процессе СКФТ в обозримом будущем [33].

Некоторые исследователи отмечают, что по причине 
безопасности использования СКФТ такая технология в 
фармацевтике при разработке лекарственных препаратов 
устраняет проблемы, связанные с растворимостью в воде 
составных элементов, входящих в лекарственные пре-
параты. Потребность в исследовании фармацевтических 
препаратов с улучшенной биодоступностью постоянно 
растет, в связи с этим применение СКФТ в условиях 
использования диоксида углерода позволяет получить 
высококачественные конечные продукты. Изменение 
параметров процесса, которые впоследствии оказывают 
влияние на термодинамические и гидродинамические 
свойства диоксида углерода, позволяет разрабатывать 

индивидуальные рецептуры активных ингредиентов 
различных размеров и морфологий, а значит, влиять 
на качество лекарственных препаратов [34]

Важным преимуществом применения СКФТ с исполь-
зованием диоксида углерода является вариативность 
приготовления рецептуры лекарственных препаратов. 
Растворимость вещества в диоксиде углерода опре-
деляет качество рецептуры при условии внедрения 
СКФТ методом твердой дисперсии [35]. СКФТ доказала 
эмпирическим путем свою пригодность для анализа 
значительного диапазона полярности аналитов. При этом 
процесс контроля качества в фармацевтике остается 
достаточно консервативным, что иногда замедляет 
внедрение СКФТ и других перспективных технологий 
на несколько лет. Переход использования СКФТ при 
разработке лекарственных средств к промышленным 
масштабам, как отмечает ряд исследователей, может 
произойти, если существующий фармацевтический 
анализ достижения СКФТ будет адаптирован к норма-
тивным требованиям промышленного производства 
лекарственных препаратов [36]. 

При всем вышесказанном технология СКФТ исполь-
зуется во всех направлениях фармацевтической промыш-
ленности путем соблюдения принципа сверхкритической 
жидкостной экстракции эмульсий, диспергирования с 
усилением раствора сверхкритическими жидкостями, 
сверхкритического антирастворителя и др. На данный 
момент фармацевтической промышленности в разной 
степени известны 23 метода использования СКФТ [37]. 
Заслуживают внимания попытки прогнозирования 
влияния эксплуатационных параметров на раствори-
мость таких лекарственных средств, как салсалат. При 
использовании линейных моделей, в том числе опорной 
векторной регрессии и байесовской ридж-регрессии, 
были получены результаты моделирования, которые 
показали оптимальные значения растворимости сал-
салата в процессе применения СКФТ [38].

При помощи СКФТ можно получить липосомы при 
условии соблюдения определенных параметров, а именно 
объема дисперсии, концентрации липидов, давления, 
скорости перемешивания и температуры. СКФТ спо-
собствует получению липосом различного состава в 
соответствии с прогнозируемыми значениями. Иннова-
ционность применения СКФТ в данном случае состоит 
в одноступенчатом методе производства, в то время 
как иные традиционные способы получения липосом 
предполагают дополнительные стадии, в частности 
экструзию, для гомогенизации размера получаемых 
липосом [39]. При разработке лекарственных препа-
ратов для борьбы с онкологией актуальным является 
не только повышение растворимости и биодоступности 
препаратов, но также снижение дозы употребления 
человеком и вероятности возникновения побочных 
эффектов. Методом СКФТ в настоящее время получают 
наночастицы капецитабина. Процесс получения данного 
лекарственного препарата производится при различных 
давлениях и температурах (120, 140, 160 МПа; 308, 
318, 328 К). При этом концентрация растворенных 
веществ находится в диапазоне 15, 45, 75 мг/мл.  
В результате размер частиц препарата уменьшается 
и увеличивается растворимость [40]. Однако возмож-
ности СКФТ ограничены, так как применение данной 
технологии предполагает значительные инвестиционные 
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затраты на фоне отсутствия дополнительных исследо-
вательских данных, позволяющих найти новые пути 
решения проблем растворимости лекарственных пре-
паратов [41]. Тем не менее перспективы СКФТ в фарма-
цевтике признаются научным сообществом. Китайские 
исследователи отмечают такие факторы перспектив-
ности, как модернизацию контрольно-измерительных 
приборов, появление новых путей взаимодействия с 
технологией в процессе проведения экспериментов, а 
также совместимость стационарной фазы [42].

Сверхкритические технологии в космической отрасли. 
В космической отрасли СКФТ целесообразны при пере-
работке отходов путем сверхкритического окисления 
воды и ее рециркуляции. Однако проблема состоит в том, 
что неорганические компоненты в структуре отходов не 
растворяются в сверхкритической воде. Таким образом, в 
условиях микрогравитации требуется изначально отделить 
твердые частицы, и лишь затем – использовать СКФТ в 
процессе переработки отходов. Государства, активно 
развивающие космическую отрасль, не используют 
СКФТ при переработке образуемых в космосе отходов 
по причине сложности реализации поэтапного химиче-
ского процесса [43]. Предложенный метод с использо-
ванием сверхкритических жидкостей, особенно воды, 
на практике возможен лишь в условиях двух режимов 
производственного процесса: при помощи ограниченной 
диффузии (окислитель впрыскивается в реактор после 
того, как достигаются сверхкритические значения тем-
пературы и давления для жидкости); путем смешения 
(используемые реагенты одновременно доводятся до 
сверхкритических значений температуры и давления).

Указанные режимы и их использование подлежат 
обсуждению в научном и производственном сообще-
ствах на предмет разработки соответствующей экспе-
риментальной установки. До сих пор данные о проверке 
использования двух режимов производственного про-
цесса со сверхкритическими жидкостями отсутствуют, 
что позволяет сделать предположение относительно 
сложности проведения эксперимента в нестандартных 
гравитационных условиях [44]. Поиск решения исполь-
зования сверхкритической воды, несмотря на труд-
ность достижения критической точки, может снизить 
степень опасности от процесса утилизации токсичных 
органических веществ. Различные эксперименты демон-
стрируют, что сверхкритическая вода полностью окисляет 
органические вещества в течение непродолжительного 
времени в замкнутых системах. Сверхкритическая 
вода в данном процессе является не единственным 
растворителем, так как в идентичном процессе могут 
участвовать: диоксид углерода, диоксид азота, фосфор 
или сера. Использование сверхкритической воды в про-
мышленных масштабах пока затруднительно по причине 
отложения солей, коррозии конструкционных материалов 
и других проявлений гетерогенных процессов, обра-
зуемых на стенках реакционного объема [45].

Сверхкритические технологии в сфере экологии. 
Основное предназначение применения СКФТ в раз-
личных отраслях промышленности состоит в возможности 
решения многих экологических проблем. Рассматри-
ваемая технология либо удаляет токсичные вещества 
или компоненты, либо снижает их долю в структуре 
перерабатываемого вещества или группы веществ. 
СКФТ способствует решению технической и экологи-

ческой проблемы выделения из нефти таких порфиринов,  
как никель (Ткр = 76,9 °С; Ркр = 0,86 МПа) и ванадий 
(Ткр = 3400 °С, Ркр = 10,0–10,5 МПа). Если путем СКФТ 
перерабатывается сырье, то оно становится безопасным 
для последующего использования в промышленности. 
В некоторых случаях СКФТ позволяет получать эколо-
гически безопасные материалы. Разнообразие обе-
спечения экологической безопасности подтверждает 
целесообразность развития и распространения СКФТ как 
одного и перспективных направлений в сфере экологии. 
Некоторые исследователи справедливо отмечают, что 
СКФТ обеспечивает чистоту производственного цикла, 
особенно при повторном использовании промышленных 
отходов. В частности, разработана методика ускоренного 
биоразложения полиэтиленовой пленки низкого дав-
ления, для чего в качестве среды используется фреон 
R22 (CHClF2) (Ткр = -40,8 °С; Ркр = 4,1 МПа). Данный 
растворитель экологически безопасен и способствует 
трехкратному ускорению биоразложения. К примеру, 
отходы оливкового масла могут разлагаться посредством 
СКФТ с использованием указанного фреона в течение 
полугода вместо полутора лет. Идентичные исследования 
с использованием циклической установки с контурной 
циркуляцией растворителя показали, что вместо фреона 
R22 (CHClF2) могут быть использованы иные вещества, 
которые выдерживают высокую температуру [46]. 

Одна из проблем состоит в регенерации отработанного 
катализатора, утилизация которого при стандартных 
условиях может быть не только вредной, но и экономи-
чески не обоснованной. Если использовать при очистке, 
к примеру, керосина СКФТ с учетом диоксида углерода 
как растворителя, то регенерация смеси катализаторов 
в результате становится более безопасной. Российскими 
научно-производственными предприятиями разработаны 
решения по безопасному выделению нефтепродуктов 
из нефтяных шламов. Методом СКФТ в данном случае 
является экстракция, а в качестве экстрагента опре-
делены бутан и пропан. Парные экстрагенты участвуют 
в экстракции при Ткр = 85–160 °С; Ркр = 5–50 МПа [47]. 

Обобщая существующие исследования приме-
нения СКФТ в различных отраслях промышленности, 
необходимо отметить, что для большинства разраба-
тываемых методов использования сверхкритических 
растворителей необходимо промежуточное звено. На 
данный момент реализация разрабатываемых методов 
возможна в основном в лабораторных условиях. Для того 
чтобы обеспечить промышленные масштабы использо-
вания сверхкритических растворителей, необходимо 
обеспечение пилотной апробации, а впоследствии – 
создание условий перехода от пилотной апробации к 
промышленным масштабам [48]. Оценка технологиче-
ского и промышленного потенциала позволяет сфор-
мулировать вывод о том, что в российских условиях 
промышленное использование СКФТ, направленное 
на укрепление отраслевого суверенитета, возможно 
в основном путем обеспечения циркулярного произ-
водственного цикла. Ввиду того, что разрабатываемые 
методы использования сверхкритических растворителей 
могут быть пригодны в производственной деятельности 
предприятий смежных промышленных направлений, 
СКФТ должны стать источником формирования эко-
систем, что в настоящее время в российских условиях 
возможно и реализуемо [49]. 
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О ПЕРСПЕКТИВАХ ПРИМЕНЕНИЯ  
СВЕРХКРИТИЧЕСКИХ ФЛЮИДНЫХ  
ТЕХНОЛОГИЙ В РАЗЛИЧНЫХ  
ОТРАСЛЯХ ПРОМЫШЛЕННОСТИ

Концепция развития промышленной технологической 
экосистемы может быть реализована путем синтеза 
лабораторий научно-исследовательских институтов, 
научно-производственных предприятий и госкорпо-
раций. Предпосылкой к указанному синтезу служат 
созданные по инициативе Правительства Российской 
Федерации реестры отечественной промышленной 
продукции, за счет которых результаты лабораторных 
исследований, связанных с испытанием новых сверх-
критических растворителей, могут быть поддержаны 
научно-производственными предприятиями. В результате 
результаты лабораторных исследований могут быть 
апробированы и использованы промышленными 
предприятиями [50]. Положительным компонентом 

укрепления отраслевого суверенитета необходимо 
назвать способность российских разработок в сфере 
СКФТ стать одной из стратегических наукоемких техно-
логий, оказывающих влияние на функциональное ресур-
сообеспечение многих промышленных предприятий. 
Российская наукоемкость в сфере СКФТ может быть 
аккумулирована результатами лабораторных экспе-
риментов, которые получены к настоящему времени, 
совершенствована, модернизирована и адаптирована в 
соответствии с имеющимися ресурсами при получении 
ряда сверхкритических растворителей, особенно если 
СКФТ является основным способом технологического 
процесса отдельных функциональных направлений про-
мышленных предприятий [51]. В целях объективной 
оценки возможности укрепления технологического и 
промышленного суверенитета в таблице представлены 
перспективы применения СКФТ в различных отраслях 
российской промышленности. 

Перспективы применения сверхкритических флюидных технологий в отраслях российской промышленности  
при достижении технологического и промышленного суверенитета

Prospects for the application of supercritical fluid technologies in Russian industries to achieve the technological  
and industrial sovereignty

Наименование отрасли Возможность реализации, оптимизации и адаптации

Нефтегазовая

Имеется возможность применения сверхкритических флюидов при очистке тяжелых фракций, 
извлечении целевых компонентов, в том числе в процессе выделения порфиринов из нефти. 
Используется в основном при производстве серы транспортными и добывающими предприятиями, 
применяющими сверхкритические флюидные технологии

Строительная

Имеющиеся российские технологии позволяют обеспечить процесс создания мембранных 
материалов в промышленных масштабах. Препятствующим фактором является сырьевой 
компонент модификации используемых в строительстве полимеров при условии применения 
сверхкритических флюидных технологий

Деревообрабатывающая

Существующие технологии апробированы лабораторным путем, однако ряд технических 
сложностей не позволяет перейти к пилотному и промышленному этапам. Кроме того, 
использование сверхкритических флюидных технологий в отрасли предпочтительно при помощи 
растворителя сверхкритической воды. На данный момент имеется возможность внедрения 
пилотных экстракторных систем, однако отсутствуют ресурсы для обеспечения промышленных 
масштабов. Каждое предприятие отрасли вынуждено обеспечивать производственный процесс 
путем использования сверхкритических флюидных технологий самостоятельно

Текстильная

Имеются перспективные научные разработки для создания мембранных материалов, 
используемых при пошиве одежды. Эффективность доказана лабораторным путем. Среди 
оборудования, производимого на территории Российской Федерации, имеется возможность 
обеспечить предприятия необходимым объемом компонентов для сверхкритических флюидных 
систем. Тем не менее, как и в целлюлозно-бумажной отрасли, производственные мощности 
возможны для текстильных предприятий на автономной основе

Медицина

В отрасли наблюдаются широкие возможности для применения сверхкритических флюидных 
технологий, в том числе путем синтеза смежных отраслей: сельского хозяйства, фармацевтики 
и медицины. Препятствующим фактором выступает отсутствие промышленного оборудования, 
за исключением экстракторов, универсальных реакторов и сверхкритических флюидных 
хроматографов, используемых в основном для анализа

Автомобильная

Многие технологии с применением сверхкритического диоксида углерода продолжительное 
время применяются на автомобилестроительных предприятиях. С учетом специфики 
производственного процесса адаптационный этап, начиная с лабораторного и завершая 
промышленным обеспечением, осуществляется наиболее благоприятно

Пищевая

Существует возможность адаптации сверхкритических флюидных технологий в пищевой 
промышленности, особенно при решении экологических задач, связанных с переработкой 
отходов. Данная отрасль достаточно перспективна, так как на территории государства имеются 
возможности производства специализированного промышленного сверхкритического 
флюидного оборудования. В настоящее время имеются положительные лабораторные 
результаты суперкритической флюидной экструзионной переработки пищевого сырья  
и существует опыт апробации промышленного производства каротиноидов
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Формирование технологического и промышленного 
суверенитета, в том числе за счет использования 
СКФТ на промышленных предприятиях, в настоящее 
время возможно лишь в отдельных отраслях. Наиболее 
перспективными и устойчивыми отраслями промыш-
ленного использования СКФТ являются нефтегазовая, 
пищевая, автомобильная отрасли, сельское хозяйство 
и экология. Требуют внимания целлюлозно-бумажная, 
строительная, текстильная, химическая отрасли, а также 
фармацевтика и медицина. Стратегическую важность 
представляет применение рассматриваемых техно-
логий в космической отрасли, так как оно сопряжена 
с необходимостью проведения дополнительных иссле-
дований, направленных на упрощение использования 
сверхкритической воды. Указанные отрасли, которые 
требуют внимания при укреплении технологического и 
промышленного суверенитета, нуждаются в ресурсном 
обеспечении оборудованием и систематизации про-
изводственного процесса на промышленных предпри-
ятиях по принципу экосистемы. Некоторым отраслям, к 
примеру строительной, необходим сырьевой компонент, 
что указывает на такую проблему, как доступное полу-
чение различных сверхкритических растворителей в 
процессе реализации СКФТ. На данный момент СКФТ как 
технология наиболее реализуема во многих промыш-
ленных отраслях по причине использования диоксида 
углерода. Другие сверхкритические растворители могут 
быть использованы лишь в лабораторных условиях. 
Таким образом, доказанный потенциал СКФТ для раз-
вития промышленных предприятий как отраслевых 
комплексов требует промышленного производства 
оборудования, к примеру экстракторов, и дальнейшего 

совершенствования процесса получения сверхкри-
тических растворителей.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Факторами развития различных отраслей российской 

промышленности, которые используют СКФТ и способ-
ствуют ускоренному переходу от лабораторных решений 
к промышленным масштабам, являются следующие:

– совершенствование использования сверхкрити-
ческой воды, особенно в космической и фармацевти-
ческой отраслях;

– промышленное производство сверхкритического 
флюидного оборудования для целлюлозно-бумажной, 
строительной, текстильной и химической отраслей, а 
также медицины;

– расширение и адаптация различных растворителей, 
в том числе при их использовании в промышленных 
объемах;

– промышленное обеспечение использования 
фреона R22 при ускорении процесса биоразложения 
различных отходов перерабатывающих отраслей агро-
промышленного комплекса;

– обеспечение пилотной стадии как промежуточного 
этапа между лабораторным применением СКФТ для 
различных целей и промышленным использованием 
потенциала флюидов, особенно в отраслях, требующих 
дополнительного внимания со стороны научного и про-
изводственного сообществ;

– создание условий для увеличения объема компо-
нентов сверхкритических флюидных систем, особенно 
в пищевой, фармацевтической, нефтехимической, тек-
стильной и строительной отраслях.
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Химическая

Наиболее выраженное применение сверхкритических флюидных технологий наблюдается при 
производстве красителей и их использовании в последующих производственных цепочках. 
Отрасль обладает необходимыми промышленными ресурсами в части как специализированного 
оборудования, так и выбора растворителей

Сельское хозяйство

Перспективность разрабатываемых методов применения сверхкритических растворителей 
идентична таковой для пищевой и строительной отрасли, а также отрасли медицины. В сельском 
хозяйстве формируется благоприятная ситуация при окислении отходов, извлечении масел и 
получении натуральных пищевых добавок. Указанные результаты применения сверхкритических 
флюидных технологий переведены в промышленную стадию

Фармацевтика

Имеются доказанные лабораторным путем перспективные производственные стратегии 
для получения новых лекарственных препаратов. Многофункциональные конструкции при 
использовании сверхкритического диоксида углерода обладают дополнительной биологической 
ценностью, однако указанный растворитель является безопасным лишь при соблюдении 
некоторых условий применения рассматриваемых технологий

Космическая

По причине сложности применения сверхкритической воды при переработке отходов необходимо 
совершенствование сверхкритических флюидных технологий в условиях существующих режимов 
производственного процесса. Для Российской Федерации технологии с использованием 
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Экология

Данное направление является наиболее перспективным для применения сверхкритических 
флюидных технологий, так как существующие методы и растворители позволяют решить 
множество экологических проблем, в том числе при ускорении процесса биоразложения 
пищевых отходов, сокращении выбросов летучих органических соединений и утилизации 
токсичных органических веществ
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Микроволновый пиролиз древесины дуба:  
исследование процесса и характеристика продуктов

А.Б. Алыева*,**, С.А. Ананичева*, Т.О. Крапивницкая* ,  
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Д.А. Широков**, М.Ю. Глявин*, Н.Ю. Песков*
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Аннотация. Развитие методов конверсии сельскохозяйственных отходов в ценные химические продукты является 
актуальной задачей, направленной на повышение эффективности использования природных ресурсов. Пиролиз 
с применением микроволнового излучения представляет собой перспективный подход, характеризующийся 
высокой скоростью нагрева, селективностью воздействия и потенциалом для масштабирования. Для реали-
зации микроволновой обработки древесины дуба была разработана специализированная технологическая 
установка, ключевым элементом которой является микроволновый реактор с объем загрузки сырья до 3 л. В 
рамках настоящего исследования было проведено сопоставление инфракрасных спектров древесины дуба 
до и после воздействия микроволнового излучения, а также полученной газообразной фракции. Анализ инфра-
красных спектров исходной древесины и твердого остатка после пиролиза позволил оценить изменения в 
структуре полимерных компонентов древесины (целлюлозы, лигнина, гемицеллюлоз), а анализ инфракрасного 
спектра газовой фракции – идентифицировать основные газообразные продукты реакции. Дополнительно 
был проведен элементный анализ древесины дуба и твердого продукта его микроволновой переработки. 
Полученные данные свидетельствуют о том, что в ходе процесса пиролиза древесины атомные отношения H/C 
и O/C уменьшаются на 0,73 и 0,44 соответственно. Расчетная теплотворная способность твердого остатка при 
этом повысилась в 2 раза, что свидетельствует о перспективности использования продукта пиролиза в качестве 
топлива благодаря увеличению энергетической ценности. Полученные результаты указывают на перспектив-
ность применения микроволнового пиролиза для переработки сельскохозяйственных отходов в высокоугле-
родистые материалы с повышенной теплотворной способностью.

Ключевые слова: переработка органического сырья, древесина, микроволновый пиролиз, уголь, микровол-
новый реактор
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Microwave pyrolysis of oak wood: 
Process analysis and product characterization
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Abstract. Development of methods for converting agricultural waste into valuable chemical products constitutes 
an important task designed to improve the efficiency of natural resource use. A promising approach is microwave-
assisted pyrolysis, which offers high heating rates, selective action, and potential for scaling. In order to implement 
microwave processing of oak wood, a specialized processing unit was developed; its key element is a microwave 
reactor with a capacity of up to 3 L. The present study compared the IR spectra of oak wood prior to and after exposure 
to microwave radiation, as well as that of the obtained gaseous fraction. The IR spectrum analysis of the original 
wood and the solid residue from pyrolysis revealed structural changes in the polymer components of wood (cellulose, 
lignin, and hemicelluloses), while the IR spectrum analysis of the gaseous fraction helped identify the main gaseous 
reaction products. In addition, an elemental analysis of oak wood and the solid product of its microwave processing 
was conducted. The obtained data indicate a decrease in H/C and O/C atomic ratios by 0.73 and 0.44, respectively, 
during wood pyrolysis. The estimated calorific value of the solid residue increased twofold, which suggests the potential 
of using pyrolysis products as fuel due to the increased energy value. The obtained results indicate the potential of 
microwave pyrolysis in the conversion of agricultural waste into high-carbon materials with increased calorific value.
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ВВЕДЕНИЕ
Необходимость снижения выбросов углекислого газа 

обуславливает увеличение доли возобновляемых источ-
ников энергии, в частности биомассы, обладающей зна-
чительным энергетическим потенциалом вследствие ее 
возобновляемости и высокого содержания углерода [1]. 
Теоретический годовой потенциал биомассы в России, 
включая агробиомассу, превышает 100 млн т.н.э., зна-
чительную долю в котором составляют отходы лесной 
промышленности (11–13 млн т.н.э. в год в начале 
XXI  века  [2]). Общий объем древесных отходов в 
настоящее время оценивается в 84–124 млн м3 в год 
(около 14–21 млн т.н.э.) и, по прогнозам, к 2030 году 
возрастет до 100–189 млн м3 в год (18–34 млн т.н.э.) [2]. 
Основным компонентом необработанной древесины 
является вода, но в пересчете на сухую массу основную 
часть составляют углеводы (65–75%), которые связаны 
с лигнином (18–35%). В целом сухая древесина имеет 
следующий элементный состав: около 50% углерода, 
6% водорода, 44% кислорода и следовые количества 
неорганических веществ [3]. 

В контексте возрастающей экологической и эко-
номической значимости эффективного управления 
отходами термохимические методы, в частности 
пиролиз, рассматриваются как перспективные тех-
нологии переработки лигноцеллюлозной биомассы [4]. 
Пиролиз, заключающийся в термической деструкции 
органического сырья в инертной среде, позволяет 
получать углеродистый остаток (биоуголь), биомасло 
и газ. Биоуголь находит применение в различных 
областях, включая улучшение плодородия почв [5], 
сорбцию дымовых газов [6] и металлургию [7]. Микро-
волновый пиролиз за счет объемного нагрева и сни-
жения затрат представляет собой перспективную тех-
нологию оптимизации данного процесса. Несмотря на 
исследования микроволнового пиролиза древесных 
гранул [8, 9], данные о масштабировании технологии 
для переработки биомассы остаются ограниченными, 
при этом промышленные разработки сконцентрированы 
на сушильных установках [10]. Попытки масштабиро-
вания реакторов для глубокой переработки [11, 12] не 
получили широкого освещения в научной литературе.  
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В связи с этим настоящее исследование направлено на 
изучение состава продуктов микроволнового пиролиза 
древесины дуба в разработанном сверхвысокочастотном 
(СВЧ) реакторе с загрузкой до 3 л с целью развития 
представлений о механизмах пиролиза и создания 
основы для промышленных технологий.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Объектом исследования являлись образцы серд-

цевины дуба (Томская область, Россия). Древесина была 
предварительно подготовлена путем измельчения до 
формы брусков размером 5×5×3 см. Общая масса 
брусков, помещенных в реактор, составила 2 кг. 

Для проведения экспериментов по СВЧ-пиролизу 
был разработан макет реактора, конструктивные осо-
бенности которого представлены на рис. 1. Данная 
конструкция рассчитана на переработку до 3 л органи-
ческого сырья. Экспериментальная установка включала 
в себя промышленный магнетрон (2,45 ГГц / 800 Вт, 
выходная мощность ~400 Вт), оснащенный специа-
лизированной системой электропитания и водяным 
охлаждением. Форвакуумный насос обеспечивал непре-
рывную откачку газовой фазы из реакционного объема и 
поддержание остаточного давления на уровне ~0,1 атм. 
Выходящие из реактора газы охлаждались до ком-
натной температуры в теплообменнике, после чего 
с помощью газового счетчика измерялся их объем. 

Для последующего анализа газообразные продукты 
собирались в азотной ловушке. Конденсирующиеся 
продукты пиролиза собирались в системе фракцио-
нирования, оборудованной резервуаром с ледяным 
охлаждением (с добавлением воды). Длительность 
СВЧ-воздействия составляла 90 мин. По завершении 
процесса проводилось определение массы твердой 
и жидкой фракций. 

Для идентификации продуктов пиролиза проводили 
инфракрасный (ИК) анализ твердых и газообразных 
образцов с использованием ИК-Фурье спектрометра 
FТ-801 (СИМЕКС, Россия) с приставкой НПВО (для 
твердых образцов) и герметичной кюветой (для газовых) 
в диапазоне 500–4000 см-1. Твердые образцы пред-
варительно измельчали и спрессовывали в таблетки. 
Анализ газообразных образцов проводили в герме-
тичной кювете с регистрацией опорного спектра. 
Элементный анализ (C, H, N, S, O) древесины дуба и 
углеродистого остатка выполняли на CHNS/O-анали-
заторе (EMA 502, VELP, Италия) с использованием 2 мг 
порошковых образцов, высушенных до содержания 
влаги менее 1%. Сжигание проводили при 1030 °C. 
Весь материал, содержащийся внутри анализатора, 
разлагается на элементарные газообразные компо-
ненты. Такие компоненты, как CO2, N2, H2O, SO2, CO, 
обнаруживаются при помощи термокондуктометри-
ческого детектора.

Рис. 1. Схема микроволнового комплекса для пиролиза: 1 – магнетрон; 2 – реактор; 3 – жидкостный отстойник;  
4 – газовый счетчик; 5 – отстойник газа; 6 – пробоотборник газа; 7 – манометр; 8 – форвакуумный насос;  
9 – высоковольтный источник питания; 10 – компьютерная система управления; 11 – осциллограф; 12 – термопара
Fig. 1. Scheme of microwave complex for pyrolysis: 1 – magnetron; 2 – reactor; 3 – liquid settler; 4 – gas meter; 5 – gas 
settler; 6 – gas sampler; 7 – pressure gauge; 8 – vacuum pump; 9 – high-voltage power source; 10 – computer control system; 
11 – oscilloscope; 12 – thermocouple
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
В результате пиролиза получены твердая (74,5% масс.), 

жидкая (11,0% масс.) и газообразная (14,5% масс.) 
фракции. Неоднородный цвет твердого остатка обу-
словлен неравномерным распределением электромаг-
нитного поля и образованием «горячих точек» [13–15] 
вследствие низкой теплопроводности древесины дуба 
(0,35–0,42 Вт/м×К вдоль волокон, 0,20–0,21 Вт/м×К 
поперек волокон). Для разработки технологии утили-
зации отходов необходимо минимизировать образование 
локальных перегревов с целью получения однородного 
высокоуглеродистого продукта.

С целью изучения механизмов диэлектрического 
нагрева и визуализации распределения температуры 
эксперимент был прерван на промежуточной стадии 
пиролиза с последующим извлечением образца дре-
весины. При этом наблюдали сохранение формы бруска 
(5×5×3 см) с почернением центральной части, что ука-
зывает на обратный температурный градиент (от центра 
к поверхности). Это способствует перемещению пер-
вичных летучих веществ из центра к поверхности и 
снижению нежелательных вторичных реакций. В ходе 
высокотемпературного нагрева возможны процессы 
коксования в полиароматические соединения. Недавние 
исследования микроволнового нагрева [16, 17] также 
продемонстрировали это уникальное распределение 
температуры. Но поскольку газ, образующийся в серд-
цевине древесины, перемещается через секцию с более 
низкой температурой, нежелательные вторичные реакции 
уменьшаются. 

В результате эксперимента было получено 4% газо-
образной фракции, 12% жидкой фракции и 84% твердого 
углеродистого остатка, то есть средняя относительная 
скорость конверсии твердого продукта составила 0,17% 
масс./мин. Процентный выход жидкой фракции характе-
ризует в первую очередь снижение влажности древесины 
после микроволновой переработки. Доминирующий 
выход твердого остатка свидетельствует о неполной 
конверсии исходного сырья. 

На рис. 2 приведены результаты исследования дре-
весины дуба и продуктов его микроволнового пиролиза 
методом ИК-спектроскопии. Стоит отметить, что одной 
из составных частей древесины является природный 
полимер лигнин. Известно, что лигнин в лиственных 
породах состоит из гваяцилпропановых и сирингил-
пропановых структурных единиц, в то время как в 
хвойных породах присутствуют только гваяцилпропа-
новые единицы.

ИК-спектроскопическое исследование исходной 
древесины дуба (см. рис. 2, а) и продуктов микровол-
нового пиролиза позволило идентифицировать струк-
турные изменения, произошедшие в ходе процесса. 
Ранее авторы работ [18, 19] в спектре древесины дуба 
отмечали характеристические полосы, соответствующие 
сирингилпропановым единицам лигнина (1591, 1417, 
1321, 1224 см-1). Полоса поглощения 1591 см-1 соот-
ветствовала валентным колебаниям карбоксильной 
связи пара-замещенных фенолов сирингилпропановых 
колец. Ранее также было показано [20], что широкая 
полоса 1224 см-1 отражала скелетные колебания C-C 
связей сирингильных колец и валентные колебания С-О в 
фенолах. В спектре углеродистого остатка (см. рис. 2, b) 
наблюдалось снижение интенсивности полос, особенно 
в области 1016 см-1 (валентные колебания С-О), что 
указывает на распад компонентов по лабильной С-О 
связи. На рис. 2, c представлен ИК-спектр газообразной 
фракции, демонстрирующий наличие воды (1250–1600 и 
3500–3700 см-1), углекислого газа (615–730, 2280–2380, 
3590–3650 и 3675–3750 см-1), а также незначительные 
полосы метильных и метиленовых алифатических угле-
водородов (2800–3000 см-1), метана и угарного газа. 
Таким образом, газовая фракция содержала водяные 
пары, углекислый газ и углеводороды. Жидкая фракция 
представляла собой в основном воду и легкокипящие 
кислородсодержащие органические соединения.

Элементный анализ древесины дуба и твердого про-
дукта (таблица) выявил высокое содержание углерода 
и кислорода, характерное для лигнина, целлюлозы и 

Рис. 2. Инфракрасные спектры древесины дуба (а), углеродистого остатка (b) и газового пиролизата (c)
Fig. 2. Infrared spectra of oak wood (a), carbon residue (b) and gas pyrolysate (c)
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гемицеллюлозы. В ходе пиролиза наблюдалось умень-
шение атомных отношений H/C (с 1,65 до 0,92) и O/C 
(с 0,93 до 0,49), что свидетельствует о дегидратации 
и декарбоксилировании. Содержание серы в обоих 
образцах было ниже предела обнаружения (<0,3 %).

Элементный анализ дубовых опилок и его углеродистого 
остатка, полученного микроволновым пиролизом

Elemental analysis of oak sawdust and its carbon residue 
obtained by microwave pyrolysis

Параметр Древесина дуба Углеродистый остаток 
C, % 41,9±1,4 57,0±1,4
H, % 5,8±0,2 4,4±0,2
N, % 1,1±0,1 1,1±0,1
O, % 51,0±3,0 37,4±2,2
S, % менее 0,3 менее 0,3
H/C 1,65 0,93
O/C 0,92 0,49

На основе полученных показателей в массовых 
процентах содержания ω углерода, водорода, азота 
и кислорода в древесине до и после пиролиза была 
рассчитана теплота сгорания Q по формуле С.А. Алиева1:

= 90 × (C, %) + 34,4 × (H, %) − 
−50 × (0,87 × (O, %) − 4 × (N, %)). 

Расчет показал увеличение теплоты сгорания с 
1972,0 ккал/кг (древесина) до 3874,5 ккал/кг (угле-
родистый остаток), что свидетельствует о двукратном 
повышении теплотворной способности.

Для определения энергетической эффективности 
низкотемпературного микроволнового пиролиза были 
определены энергетические затраты на процесс при 
переработке 2 кг древесины. Общее потребление элек-

троэнергии от сети при времени воздействия 90мин 
составило 0,6 кВт×ч. Энергетические затраты на пере-
работку килограмма древесины равнялись 1,1 МДж/кг. 
Хотя расчет показывает относительно высокие энерге-
тические затраты, возможности для оптимизации про-
цесса и масштабирования на промышленный уровень 
существуют. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Таким образом, в ходе проведенной работы иссле-

довано влияние микроволнового воздействия на 
древесину дуба. Элементный анализ твердого про-
дукта продемонстрировал увеличение содержания 
углерода на 15% с сохранением исходной формы 
и размеров углеродистого остатка. ИК-спектро-
скопия газовой фракции подтвердила наличие воды, 
диоксида углерода, метана и монооксида углерода. 
В ИК-спектре углеродистого остатка наблюдалось 
снижение интенсивности полос, указывающее на 
уменьшение концентрации полярных функциональных 
групп. Расчетное значение теплоты сгорания углеро-
дистого остатка увеличилось в 2 раза по сравнению 
с исходным сырьем. Полученные данные свидетель-
ствуют о перспективности микроволнового пиролиза 
для переработки отходов лесной промышленности, 
в частности дубовых опилок, в высокоуглеродистые 
материалы для топливной промышленности.

При масштабировании на промышленный уровень 
необходимо учитывать геометрию реактора и при необ-
ходимости ее оптимизацию, теплоизоляцию камеры, 
предварительную обработку древесины для уменьшения 
времени воздействия. Дальнейшие исследования и раз-
работки, направленные на повышение эффективности 
микроволновой обработки древесины, позволят создать 
экономически выгодную и экологически устойчивую 
технологию пиролиза.
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Покрытия на основе масел для регулирования  
скорости высвобождения питательных веществ

А.Г. Липин , А.А. Липин

Ивановский государственный химико-технологический университет,  
Иваново, Российская Федерация

Аннотация. Капсулирование минеральных удобрений является одним из наиболее эффективных способов 
снижения потерь питательных веществ. Для получения защитных покрытий на поверхности гранул удобрений 
используется широкий спектр природных и синтетических полимеров. Главный недостаток синтетических 
полимеров заключается в их накоплении в почве, так как они не подвергаются биодеструкции. Одним из путей 
обеспечения биоразлагаемости является применение в качестве материалов покрытий полимеров на основе 
растительных масел. В данной работе использовались льняное и тунговое масла. Масло посредством пневма-
тической форсунки наносилось на движущийся слой гранул в тарельчатом грануляторе. Защитное покрытие 
формировалось посредством полимеризации масла непосредственно на поверхности частиц. Процесс ускорялся 
путем нагрева горячим воздухом и введением в масло марганцевого сиккатива. Были получены образцы капсу-
лированного карбамида с содержанием покрытия 7 и 10%. Исследована кинетика высвобождения карбамида 
из полученных капсул в водной среде в статических условиях. Для обоих видов масел кривые выделения имеют 
S-образный характер. Продолжительность действия капсулированного удобрения возрастает с увеличением 
массовой доли покрытия и, как следствие, толщины оболочки. Сравнительный анализ показал, что барьерные 
свойства покрытия на основе тунгового масла значительно лучше, чем на основе льняного. При массовой доле 
оболочки 10% время высвобождения 80% карбамида составляет 14 дней для льняного масла и 56 дней, то 
есть в 4 раза больше, для тунгового масла.

Ключевые слова: капсулирование, карбамид, полимеризация, растительные масла, кинетика растворения
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CHEMICAL TECHNOLOGY
Original article

Oil-based coatings for controlled nutrient release

Aleksandr G. Lipin , Andrey A. Lipin

Ivanovo State University of Chemistry and Technology, Ivanovo, Russian Federation

Abstract. Encapsulation of mineral fertilizers is one of the most effective ways to reduce nutrient losses. In order 
to obtain protective coatings on the surface of fertilizer granules, a wide range of natural and synthetic polymers 
is used. The main disadvantage of synthetic polymers lies in their accumulation in soil due to their inability to 
biodegrade. One way to ensure biodegradability is to use vegetable oil polymers as coating materials. The present 
study used linseed and tung oils, which were applied to the moving layer of granules in a pan granulator by means 
of a pneumatic atomizer. The protective coating was formed through the polymerization of oil directly on the particle 
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surface. The process was accelerated via hot-air heating and the addition of a manganese drier to the oil. As a 
result, encapsulated carbamide samples with 7% and 10% coating contents were obtained. The study analyzed 
the kinetics of carbamide release from the obtained capsules in aqueous medium under static conditions. For both 
types of oil, the release curves are S-shaped. The duration of encapsulated fertilizer effect increases at a greater 
coating mass fraction and, therefore, capsule thickness. A comparative analysis showed that the barrier properties 
of tung oil-based coatings are significantly better than those of linseed oil-based coatings. At a capsule mass fraction 
of 10%, it takes 14 days for 80% of carbamide to be released in the case of linseed oil and 56 days in the case of 
tung oil, i.e., four times longer.

Keywords: encapsulation, carbamide, polymerization, vegetable oils, dissolution kinetics
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ВВЕДЕНИЕ
Достижение высоких урожаев в растениеводстве 

невозможно без интенсивного применения минеральных 
удобрений. Вместе с тем в общемировом масштабе воз-
никает проблема чрезмерного использования удобрений, 
прежде всего азотных. Количество азота, вносимого на 
сельскохозяйственные угодья, часто превышает фак-
тическую потребность сельскохозяйственных культур, 
а неиспользованный азот удаляется либо путем выще-
лачивания, денитрификации, либо путем испарения [1]. 
Таким образом, более 50% азота расходуется впустую, 
что является причиной загрязнения подземных гори-
зонтов и озер, усиливает выбросы парниковых газов 
и эвтрофикацию водоемов [2]. Имеются данные о том, 
что в 2012 году уровень потерь азотных удобрений в 
Китае составлял не менее 60% [3].

Чтобы повысить эффективность использования 
азотных удобрений, исследователи разработали удо-
брения с замедленным или контролируемым высво-
бождением. К примеру, капсулированное удобрение 
является одним из наиболее эффективных способов 
снижения потерь питательных веществ. Для контроля 
скорости выделения питательных веществ на гранулы 
удобрения наносится слой малорастворимого или нера-
створимого неорганического вещества или органиче-
ского полимера [4, 5]. 

К неорганическим материалам относятся сера, 
фосфаты кальция и магния, глина, цеолиты, аттапульгит, 
гипс, биоуголь, зола, бентонит, тальк, оксид магния, 
силикаты. Эти вещества доступны в больших количе-
ствах, имеют низкую стоимость, деструктурируют в 
почве, не загрязняют окружающую среду, снабжают 
растения различными микроэлементами. В качестве 
недостатков неорганических покрытий можно выделить 
низкую адгезию, наличие значительного количества 
дефектов, недостаточное замедление высвобождения 
питательных веществ, то, что покрытие легко повреж-
дается и в производственном процессе обычно исполь-
зуются вещества, залечивающие дефекты (парафин, 
гудрон, стеариновая кислота, воск, полиуретан) [6]. 

Органические материалы покрытий можно разделить 
на три группы: природные полимеры, синтетические 
полимеры и химически модифицированные природные 
полимеры. Природными полимерами являются нату-
ральный каучук, гуммиарабик, желатин, альгинат натрия, 
целлюлоза, лигнин, крахмал, гуминовая кислота, хитозан, 
канифоль, растительные масла, смола, полисахариды, 

гуаровая камедь, латекс, парафин, асфальт. К достоин-
ствам природных полимеров можно отнести широкий 
спектр возобновляемых источников, легкое биоразло-
жение, экологическую безопасность. Основным недо-
статком покрытий из этих материалов, в свою очередь, 
можно назвать недостаточные барьерные свойства. 
Наиболее распространенными синтетическими поли-
мерами, являющимися материалами покрытий, являются 
полиэтилен, поливинилхлорид, полипропилен, поливи-
ниловый спирт, полипропиленфталамид, полиуретаны, 
алкидные смолы, мочевино-формальдегидные смолы, 
полиамиды, полисульфоны. Эти полимеры позволяют 
получить тонкое и равномерное покрытие, имеющее 
хорошую прочность и эластичность, высокую стойкость 
к истиранию, профиль выделения питательных веществ 
у них соответствует потребности сельскохозяйственных 
культур в удобрениях. Недостатками являются высокая 
стоимость, низкая способность к биодеструкции, загряз-
нение окружающей среды. К полусинтетическим поли-
мерам относятся натрийметилцеллюлоза, этилцеллюлоза, 
ацетат целлюлозы, ацетат крахмала, сшитый крахмал. 
Эти материалы биоразлагаемы в почве, но покрытия 
из них не обеспечивают существенного замедления 
выделения питательных веществ [7].

Одним из натуральных полимерных материалов 
является пленочное покрытие на основе растительных 
масел. Их можно использовать в качестве материала для 
покрытия по следующим причинам: во-первых, масло 
обладает пленкообразующим свойством; во-вторых, сам 
материал обладает адгезивным эффектом; в-третьих, 
растительное масло может придавать гидрофобность 
благодаря длинной алкильной цепи жирных кислот. 

Использование растительных масел для получения 
защитных покрытий гранул минеральных удобрений 
осуществляется различными способами. Натуральная 
масляная оболочка может формироваться из ориги-
нального масла, смеси масла с другими веществами 
или из продукта, полученного оксидированием или 
эпоксидированием растительных масел. Растительные 
масла состоят в основном из триглицеридов с цепочками 
жирных кислот, которые определяют большую часть 
химических и физических свойств растительных масел [8].

Второй путь использования биомасла в качестве 
основы материала для покрытий – получение полиола. 
Растительные масла содержат определенное количество 
высокоактивных двойных связей, поэтому из них можно 
получать различные промежуточные продукты путем 
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алкоголиза, эпоксидирования, полимеризации, сопо-
лимеризации, присоединения с размыканием цикла и 
другими способами [9]. Полиол – очень важный промежу-
точный материал [10]. По сравнению с традиционными 
синтетическими полиолами полиолы растительного масла 
обладают преимуществами, заключающимися в том, что 
они биоразлагаемы и имеют возобновляемые источники 
сырья. Однако у них также есть недостатки, связанные 
с низкой степенью конверсии и высокой стоимостью 
производства. Приготовление полиолов на основе рас-
тительного масла, как правило, можно разделить на две 
стадии: эпоксидирование и гидроксилирование. Эпок-
сидирование – это процесс, в ходе которого олефины 
вступают в реакцию с образованием эпоксидов под 
действием реагентов. Обычно используемые для эпок-
сидирования реагенты включают надуксусную кислоту, 
пероксибензойную кислоту и хлорпероксибензойную 
кислоту. Получаемое в результате эпоксидированное 
растительное масло обладает высокой реакционной 
способностью и легко гидроксилируется с образованием 
полиолов, играющих роль нуклеофилов. Большинство 
полиолов на биологической основе получают путем 
эпоксидирования или переэтерификации масла, а 
затем реакции размыкания кольца со спиртами и 
глицерином. Кроме того, распространенные методы 
гидроксилирования включают метод присоединения 
водорода, метод раскрытия протонового кислотного 
кольца, метод раскрытия спирто-аминного кольца, метод 
катализа переходными металлами, метод алкоголиза, 
метод аммонолиза и т.д. С. Саху и др. [11] показали, 
что полиолы на основе касторового масла могут есте-
ственным образом разлагаться в условиях нахождения 
в почве.

Третий способ применения растительных масел 
заключается в создании покрытий из полиуретанов, 
полученных на биологической основе. Полиуретан – 
это разновидность высокомолекулярного полимера, 
содержащего повторяющуюся карбаматную структуру 
(-NHCOO-) в основной цепи. Полиуретан обладает 
многими преимуществами, такими как хорошая проч-
ность, отличная эластичность, стойкость к истиранию, 
стойкость к растворителям, коррозионная стойкость 
и устойчивость к старению. Обычно он используется 
в качестве материала покрытия для удобрений с 
медленным высвобождением [12–14]. Полиуретан в 
основном синтезируется путем взаимодействия поли-
ольного соединения (R-OH) и изоцианата (R-N=C=O), 
включая мягкий сегмент (SS) и твердый сегмент (HS) 
с различными химическими свойствами [15–17].  
SS представляет собой гибкую неполярную цепь, 
полученную из сложного полиэфира или полиэфирпо-
лиола, в то время как HS представляет собой жесткую 
полярную цепь, образованную в результате реакции 
между изоцианатом и наполнителем цепи. Полиолы на 
биологической основе, полученные из растительных 
масел, также могут быть использованы для получения 
полиуретана [18]. Полиуретан на биологической основе 
может образовывать тонкую пленку на поверхности частиц 
удобрений. Пленка получается плотной и однородной, 

и после растягивания не остается повреждений или 
разрывов. Для получения полимеров на биологической 
основе используются различные растительные масла, 
такие как льняное, пальмовое, рапсовое, кокосовое, 
сафлоровое, подсолнечное, табачное, кукурузное, хлоп-
ковое, соевое масло и масло анемоны [19].

Состав и свойства растительных масел существенно 
различаются. Их принято делить на три группы: высы-
хающие, полувысыхающие и невысыхающие. Высы-
хающие масла (конопляное, льняное, тунговое) окис-
ляются на воздухе и образуют гладкие прозрачные 
смолоподобные эластичные пленки, не растворимые 
в органических растворителях; полувысыхающие масла 
(кукурузное, маковое, подсолнечное, соевое) медленно 
образуют мягкие липкие пленки; невысыхающие масла 
(арахисовое, горчичное, какао-масло, пальмовое, паль-
моядровое, оливковое, рапсовое) не образуют пленок 
и не загустевают при нагревании.

Известно, что отверждение масляной пленки про-
текает по механизму окислительной полимеризации [20]. 
Высыхающая способность, скорость ее протекания и 
качество образующихся полимерных пленок опреде-
ляются молекулярным строением масла, зависят от 
количества двойных связей в молекулах и их взаимного 
положения. Наличие двойных связей и «правильное» 
строение молекул являются необходимым условием для 
формирования прочной пленки при высыхании масел. 

Для ускорения высыхания в масла вводят вспомо-
гательные вещества – сиккативы, которые являются 
катализаторами окислительной полимеризации расти-
тельных масел1. В качестве сиккативов могут исполь-
зоваться соли кобальта, марганца, циркония, бария, 
свинца, кальция и другие.

Цель проведенного исследования заключалась в 
получении гранул минерального удобрения с покрытием 
на основе растительных масел и оценке влияние толщины 
слоя покрытия и вида масла на кинетику выделения 
питательных веществ из капсулированных гранул.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Капсулировался гранулированный карбамид произ-

водства АО «Акрон» (Россия). В качестве пленкообра-
зующих веществ использовалось тунговое масло и окси-
дированное льняное масло. Для ускорения высыхания 
масляной пленки вводился марганцевый сиккатив в 
количестве 5% от массы масла. 

Получение гранул пролонгированного действия осу-
ществлялось в тарельчатом грануляторе. Диаметр тарелки 
лабораторного гранулятора составлял 200 мм, высота 
борта – 70 мм. Угол наклона тарелки – 60°, скорость 
вращения – 45 мин-1. Диспергирование пленкообра-
зующего вещества осуществлялось пневматической 
форсункой. Давление воздуха – 1,5 бар. С помощью 
тепловой пушки температура гранул на тарелке грану-
лятора поддерживалась в диапазоне 60–70 °С.

Процесс проводился в периодическом режиме. На 
тарелку гранулятора загружалась навеска гранулиро-
ванного карбамида массой 100 г. С помощью тепловой 
пушки осуществлялся предварительный нагрев гранул. 

1Крутько Э.Т., Прокопчук Н.Р. Технология и оборудование лакокрасочного производства: учеб. пособие. Минск: Изд-во БГТУ, 
2005. 446 с.
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Затем на гранулы с помощью форсунки наносился 1 мл 
масла, после чего делалась пауза в подаче пленкообра-
зующего вещества, в течение которой происходило 
отверждение масляной пленки. При этом гранулы 
перекатывались на тарелке и обдувались горячим воз-
духом. Такая обработка гранул повторялась несколько 
раз до достижения запланированной массы покрытия 
на навеске гранул.

По микрофотографиям разреза капсулированных 
гранул, выполненных на электронном микроскопе, 
определялась толщина слоя покрытия. Сканирующая 
электронная микроскопия срезов капсулированных 
гранул проводилась на микроскопе Tescan Vega3 
(Tescan, Чехия). 

Экспериментальное исследование кинетики выде-
ления питательных веществ из гранул карбамида с 
масляным покрытием проводилось в водной среде 
в статическом режиме. В закрытые емкости, содер-
жащие 50 мл дистиллированной воды, помещались 
навески 5 г капсулированных гранул и выдерживались 
при температуре 20–23 °С. Колебание температуры 
в пределах 3 °С не оказывало заметного влияния на 
кинетику высвобождения карбамида из капсулиро-
ванных гранул. С определенной периодичностью из 
этих емкостей отбирались пробы раствора карбамида 
для измерения его концентрации. Отбираемый объем, 
составляющий 1 мл, заменялся дистиллированной водой. 
Концентрация карбамида в растворе определялась 
рефрактометрическим методом. Применялся реф-
рактометр марки ИРФ-454 Б2М (АО «Казанский опти-
ко-механический завод», Россия). Значения показателя 
преломления раствора, измеренные на рефрактометре, 
по калибровочному графику переводились в значения 

массовой концентрации карбамида в растворе. Для 
построения зависимости показателя преломления рас-
твора карбамида от его концентрации предварительно 
были определены значения показателя преломления 
у растворов карбамида известных концентраций. 
Значения степени выделения карбамида из капсули-
рованных гранул находились как отношение текущей 
концентрации раствора карбамида к его максимальной 
концентрации, достижимой при полном растворении 
ядра гранулы.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
На рис. 1 и 2 приведены микрофотографии разреза 

капсулированных гранул с оболочками на основе 
льняного и тунгового масла, сделанные при разной 
степени увеличения. На этих снимках видно, что обо-
лочка целиковая и равномерная, плотная и непористая. 
Измерение толщины оболочки показало, что отклонение 
значения толщины от среднего значения в разных ее 
точках составляет не более 10 мкм.

На рис. 3 и 4 представлены экспериментальные 
данные по кинетике выделения карбамида из гранул 
с масляным покрытием в воде.

Для обоих видов масел кривые выделения имеют 
S-образный характер. Имеется период задержки 
выделения (индукционный), во время которого 
происходит пропитка слоя покрытия водой. В этот 
период отсутствует перенос целевого компонента 
через слой покрытия. Данный процесс продолжается 
до достижения на внутренней поверхности пленки 
концентрации воды, соответствующей ее объемной 
доле в насыщенном растворе. Во второй период про-
цесса выделения, когда на внутренней поверхности 

			   а							       b
Рис. 1. Микрофотографии капсулированных гранул карбамида в разрезе с покрытием на основе льняного масла:  
a – увеличение 152×; b – увеличение 678×
Fig. 1. Scanning electron microscope images of cross section of encapsulated urea granules with linseed oil-based coating:  
a – magnification 152×; b – magnification 678×
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			   а							       b
Рис. 2. Микрофотографии капсулированных гранул карбамида в разрезе с покрытием на основе тунгового масла:  
a – увеличение 121×; b – увеличение 486×
Fig. 2. Scanning electron microscope images of cross section of encapsulated urea granules with tung oil-based coating:  
a – magnification 121×; b – magnification 486×

Рис. 3. Зависимость степени выделения карбамида  
из гранул, покрытых льняным маслом, от времени 
(массовая доля покрытия: 1 – 7%; 2 – 10%)
Fig. 3. Urea release curves from granules coated  
with linseed oil (mass fraction of coating: 1 – 7%; 2 – 10%)

Рис. 4. Зависимость степени выделения карбамида  
из гранул, покрытых тунговым маслом, от времени 
(массовая доля покрытия: 1 – 6,2%; 2 – 10%)
Fig. 4. Urea release curves from granules coated  
with tung oil (mass fraction of coating: 1 – 6.2%, 2 – 10%)

покрытия образуется пленка насыщенного раствора, 
начинается диффузия целевого компонента через слой 
покрытия. При этом диффузия воды внутрь гранулы 
продолжается. В этот период происходит раство-
рение твердого ядра. Вокруг твердого ядра растет 
слой насыщенного раствора целевого компонента. 
Третий период процесса наступает после полного рас-
творения ядра. В этот период концентрация раствора 
внутри капсулы снижается с течением времени, что 
приводит к уменьшению движущей силы массопе-
реноса и замедлению процесса выделения целевого 
компонента из капсулы.

Индукционный период при массовой доле покрытия 10% 
у тунгового масла в 5 раз больше, чем у льняного: 5 дней 
против 1 дня. Продолжительность действия капсулиро-
ванного удобрения возрастает с увеличением массовой 
доли покрытия и, как следствие, толщины оболочки. Для 
гранул с покрытием на основе льняного масла время 
выделения 80% карбамида возрастает с 10 до 14 дней 
при увеличении массовой доли покрытия с 7 до 10%. 
Для гранул с покрытием на основе тунгового масла 
время высвобождения 80% карбамида возрастает с 
30 до 56 дней при увеличении массовой доли покрытия 
с 6,2 до 10%. Сравнительный анализ графиков, изобра-
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женных на рис. 3 и 4, показывает, что барьерные свойства 
покрытия на основе тунгового масла значительно лучше, 
чем на основе льняного. Например, при массовой доле 
оболочки 10% время высвобождения 80% карбамида 
составляет 14 дней для льняного масла и 56 дней (то 
есть в 4 раза больше) для тунгового масла.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенные исследования показали, что рас-

тительные масла могут использоваться в качестве 
материала для покрытия минеральных удобрений с 
целью придания им свойства регулируемого высво-
бождения питательных веществ. Растительные масла 
легкодоступны, безвредны для окружающей среды, 
возобновляемы, обладают высокой гидрофобностью 
и могут разлагаться микроорганизмами в природе. 
Однако из-за неоднородности растительных масел 

необходимо проводить рафинирование, очистку и 
модифицирование для оптимизации пленкообра-
зующих свойств.

Диффузионная проницаемость материалов 
покрытий, полученных из растительных масел, суще-
ственно различается. Так, время высвобождения 80% 
карбамида из гранул с покрытием на основе тун-
гового масла в четыре раза больше по сравнению 
с покрытием равной толщины на основе льняного 
масла, что свидетельствует о меньшей диффузионной 
проницаемости покрытия на основе тунгового масла. 
Требуются дальнейшие исследования с целью поиска 
способов модификации растительных масел, направ-
ленной на повышение реакционной и пленкообра-
зующей способности растительных масел, что будет 
способствовать улучшению барьерных свойств мате-
риалов покрытий, полученных на их основе.
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Летучие примеси биоэтанола-сырца 
из мискантуса гигантского

Е.А. Скиба , Г.Ф. Миронова

Институт проблем химико-энергетических технологий СО РАН, Бийск, Российская Федерация

Аннотация. Вопрос изучения летучих примесей биоэтанола-сырца имеет важное техническое значение для 
дальнейших каталитических превращений биоэтанола в продукты технической химии и товароведческое значение 
для предотвращения фальсификации пищевого спирта. В работе впервые исследованы летучие примеси биоэта-
нола-сырца, полученного из мискантуса гигантского с помощью авторских методов предобработки. Использованы 
три авторских метода, основанные на воздействии на сырье разбавленными растворами азотной кислоты при 
атмосферном давлении. В качестве арбитражного метода использован классической способ предобработки 
целлюлозосодержащего недревесного сырья – щелочная делигнификация с помощью гидроксида натрия. 
Полученные субстраты подвергались ферментативному гидролизу (препараты «Целлолюкс-A» и «Ультрафло Коре»), 
совмещенному со спиртовым брожением (продуцент Saccharomyces сerevisiae Y-3136). Компонентный состав 
биоэтанола-сырца определен с помощью метода газожидкостной хроматографии. Примененная методология 
получения биоэтанола позволила получить биоэтанол-сырец с содержанием метанола не более 0,009 об.%, 
что в 10 раз ниже регламентируемых отраслевых норм. На чистоту образцов биоэтанола-сырца влияют два 
параметра: во-первых, стадийность предобработки (двустадийная предобработка позволяет в 4–21 раз снизить 
общее количество примесей в биоэтаноле-сырце по сравнению с одностадийной предобработкой), во-вторых, 
конкретный способ одностадийной предобработки (так, предобработка с помощью азотной кислоты позволяет 
получить в 5 раз более чистый биоэтанол-сырец, чем классическая щелочная делигнификация). 

Ключевые слова: биоэтанол, мискантус гигантский, летучие примеси, азотная кислота
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Volatile impurities in crude bioethanol 
produced from giant miscanthus

Ekaterina A. Skiba , Galina F. Mironova 

Institute for Problems of Chemical and Energetic Technologies, Siberian Branch 
of the Russian Academy of Sciences, Biysk, Russian Federation 

Abstract. The study of volatile impurities in crude bioethanol is of great technical importance for further catalytic 
conversion of bioethanol to industrial chemicals, as well as of considerable significance in the prevention of 
potable alcohol adulteration. This study was the first to analyze volatile impurities in crude bioethanol obtained 
from giant miscanthus using three proprietary pretreatment methods. These methods are based on treating raw 
materials with dilute nitric acid solutions at atmospheric pressure. The classical method for the pretreatment 
of cellulose-containing non-wood raw materials – alkaline delignification with sodium hydroxide – was used as 
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the reference method. The resulting substrates were subjected to enzymatic hydrolysis (using Cellolux-A and 
Ultraflo Core preparations) together with alcoholic fermentation (using Saccharomyces cerevisiae Y-3136). 
The composition of crude bioethanol was determined using gas-liquid chromatography. The methodology 
used to produce bioethanol provided a means to obtain crude bioethanol with a methanol content of no more 
than 0.009 vol%, which is ten times lower than that regulated by industry codes. The purity of crude bioethanol 
samples is determined by two parameters: first, the number of pretreatment stages (two-stage pretreatment 
reduces the total amount of impurities in crude bioethanol by 4–21 times compared to single-stage pretreatment); 
second, a specific method of single-stage pretreatment (for example, pretreatment with nitric acid yields crude 
bioethanol with five times higher purity than in the case of the classical alkaline delignification).

Keywords: bioethanol, giant miscanthus, volatile impurities, nitric acid
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время продолжается развитие технологий 

биоэтанола всех четырех поколений и можно говорить о 
новом витке востребованности биоэтанола. У каждого 
поколения есть критические проблемы, преодоление 
которых позволит достичь прорывных результатов и обе-
спечить мировую биоэкономику базовым продуктом – 
биоэтанолом [1, 2]. Биоэтанол второго поколения получают 
из целлюлозосодержащего сырья, то есть сырья с бес-
конечным потенциалом воспроизведения, поэтому это 
привлекательная и устойчивая технология [2].

В данной работе в качестве модельного целлюлозо-
содержащего сырья использована многолетняя культура 
мискантус гигантский (Miscanthus × giganteus). Это хорошо 
зарекомендовавшее себя для получения биоэтанола 
сырье с высоким содержанием целлюлозы [3–5]. Инт-
родукция растения очень широка и включает регионы с 
климатом от тропического до умеренного [6]. Россия – 
самая северная страна, в которой выращивается 
мискантус гигантский [7], поэтому представленное 
исследование имеет не только региональное, но и 
общемировое значение.

При промышленном производстве важное зна-
чение имеет не только выход биоэтанола-сырца, но 
и его качество, то есть состав и содержание летучих 
примесей. Известно, что по качеству этанола специа-
листы могут определить его сырьевое происхождение, 
особенности технологии его получения или нарушения 
технологии [8–10]. В советский период качественному 
составу технического спирта уделялось большое вни-
мание, что позволяло осуществлять жесткий контроль 
и получать продукцию постоянного качества, а также 
исключало использование технического спирта для 
фальсификации пищевых продуктов1. В современной 
мировой литературе вопрос качества биоэтанола второго 
поколения (или технического спирта) обсуждается 
незаслуженно редко [11], вместе с тем этот вопрос 
имеет важное техническое значение для дальнейших 
каталитических превращений биоэтанола в продукты 
технической химии [12]. Имеются данные о влияние 
качества биоэтанола-сырца на паровой риформинг 
при его превращении в водород [13–15]. Получены 
прорывные результаты в технологии биоэтилена, а 
именно установлено, что общее содержание примесей 

около 1% в биоэтаноле-сырце приводит к повышению 
выхода и улучшению качества биоэтилена, что позволяет 
использовать биоэтанол-сырец без очистки и ведет к 
повышению экономичности и экологичности процесса 
в целом [16]. Имеется и парадоксальная парадигма, 
когда оптимизация процесса направлена на полу-
чение биоэтанола с высоким содержанием летучих 
примесей [17].

Целью представленной работы являлось исследование 
летучих примесей биоэтанола-сырца, полученного из 
мискантуса гигантского с помощью авторских методов 
предобработки. Использованы три авторских метода, 
основанные на воздействии на сырье при атмосферном 
давлении разбавленными растворами азотной кислоты. 
В качестве арбитражного метода для сравнения резуль-
татов использован классической способ предобработки 
целлюлозосодержащего недревесного сырья – щелочная 
делигнификация с помощью гидроксида натрия [18, 19].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В работе впервые мискантус гигантский российской 

селекции (сорт КАМИС) использован как сырье для биотех-
нологической трансформации в биоэтанол. Мискантус с 
плантации возрастом 7 лет (д. Марушкино, Московская обл., 
Россия) любезно предоставлен ООО «Мастер Брэнд».

Предобработка сырья проводилась в лабора-
торных условиях при атмосферном давлении и темпе-
ратуре 90–96 °С авторскими способами в одну или две 
стадии с получением следующих продуктов химической 
предварительной обработки: 1) субстрат 1 получен в 
одну стадию обработкой мискантуса 4%-м раствором 
азотной кислоты; 2) субстрат 2 получен в одну стадию 
обработкой мискантуса раствором 4%-го гидроксида 
натрия; 3) субстрат 3 получен в две стадии путем обра-
ботки субстрата 14%-м раствором гидроксида натрия; 
4) субстрат 4 получен в две стадии путем обработки 
субстрата 24%-м раствором азотной кислоты. Субстраты 
тщательно промывались водой.

Ферментативный гидролиз субстратов проводился 
с помощью композиции из ферментных препаратов 
«Целлолюкс-A» («Сиббиофарм», Россия, 0,1 г/г суб-
страта) и «Ультрафло Коре» («Novozymes A/S», Дания, 
0,3 мл/г субстрата), начальная концентрация субстратов 
составляла 60 г/л, температура – (46±2) °С, скорость 

1 Холькин Ю.И. Технология гидролизных производств: учебник для вузов. М.: Лесная промышленность, 1989. 495 с.
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перемешивания – 150 об/мин [20]. Через 24 ч тем-
пература опускалась до 28 °С, вносилось 10 масс.% 
инокулята дрожжей Saccharomyces сerevisiae Y-3136 
(Коллекция микроорганизмов для спиртовой, уксусной, 
ферментной и дрожжевой промышленности, руково-
дитель В.А. Поляков, куратор коллекции Л.В. Римарева, 
Всероссийский научно-исследовательский институт 
пищевой биотехнологии – филиал Федерального иссле-
довательского центра питания, биотехнологии и безо-
пасности пищи, г. Москва, Россия [21]) и проводились 
одновременные ферментативный гидролиз и спиртовое 
брожение в течение еще 72 ч. Процесс осуществлялся 
в колбах Эрленмейера объемом 2 л, установленных 
в шейкере-инкубаторе Unimax-1010 (Heidolph, США).

Концентрация биоэтанола в бражках устанавливалась 
ареометрически после процедуры прямого отгона. Ком-
понентный состав биоэтанола-сырца определялся с 
помощью метода газожидкостной хроматографии [22]. 
Были использованы газовый хроматограф с пламен-
но-ионизационным детектором «Кристалл 2000М» (ЗАО 
«СКБ Хроматэк», Россия), а также колонка газохромато-
графическая капиллярная ZB-FFAP (Phenomenex, США).

Работа выполнена с использованием приборной 
базы Бийского регионального центра коллективного 
пользования СО РАН (г. Бийск, Россия).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Составы примесей в образцах биоэтанола-сырца 

сильно зависят от способа предобработки мискантуса 
гигантского (таблица).

В биоэтаноле-сырце из субстрата 1 основными 
примесями являются сивушные масла (изобутанол – 
791 мг/дм3 > изоамилол – 285 мг/дм3 > 1-пропанол – 
156 мг/дм3), основной примесью является также аце-
тальдегид – 510 мг/дм3. Общее содержание примесей 
составляет 1,34 масс.%.

Среди всех образцов биоэтанол-сырец из субстрата 2 
характеризуется наибольшим количеством примесей. 
В образце много не только сивушных масел (1-про-
панол – 1170 мг/дм3 > изоамилол – 983 мг/дм3 > изобу-

танол – 806 мг/дм3), но и ацетальдегида – 8850 мг/дм3,  
а также сложных эфиров (этилацетат – 2654 мг/дм3 > 
метилацетат – 728 мг/дм3). Общее содержание при-
месей составляет 6,43 масс.%, что в 5 раз больше, 
чем в биоэтаноле-сырце из субстрата 1. 

Двустадийная предобработка, примененная при 
получении субстратов 3 и 4, позволила получить 
гораздо более чистые образцы биоэтанола-сырца, 
чем при одностадийной химической обработке. Так, 
содержание сивушных масел снизилось в 10 и 8 раз, 
содержание ацетальдегида – в 56 и 25 раз, содержание 
сложных эфиров – в 1990 раз и 1692 раза, общее 
содержание примесей – в 21 и 18 раз соответственно 
по сравнению с биоэтанолом-сырцом из субстрата 2, 
полученным классическим методом. Самый чистый 
биоэтанол-сырец получен из субстрата 3 (общее содер-
жание примесей составляет всего 0,3%), и именно этот 
субстрат характеризовался максимальным удалением 
нецеллюлозных примесей [20]. 

Подытожив вышеприведенное, можно сказать, 
что на чистоту образцов биоэтанола-сырца влияют 
два параметра. Во-первых, важна стадийность пре-
добработки: двустадийная предобработка позволяет 
в 4–21 раз снизить общее количество примесей в био-
этаноле-сырце по сравнению с одностадийной предо-
бработкой. Во-вторых, существенное значение имеет 
конкретный способ одностадийной предобработки: так, 
предобработка с помощью азотной кислоты позволяет 
получить в 5 раз более чистый биоэтанол-сырец, чем 
классическая щелочная делигнификация. 

Вопрос количества и состава примесей в биоэта-
ноле-сырце редко обсуждается в литературе. С одной 
стороны, это вполне объяснимо, так как современные 
методы очистки позволяют легко освободить биоэтанол 
от сопутствующих примесей [23], а отделенные примеси 
находят самостоятельное широкое применение в хими-
ческой промышленности [24]. С другой стороны, фун-
даментальный вопрос примесей в биоэтаноле-сырце 
необходим для ответа на вопрос о выборе технологии 
предварительной химической обработки. Количество и 

Состав летучих примесей в образцах биоэтанола-сырца из мискантуса гигантского

Composition of volatile impurities in samples of raw bioethanol from Miscanthus × giganteus

Образец

Показатель (в пересчете на безводный спирт)
Массовая 

концентрация  
альдегидов,  

мг/дм3

Массовая  
концентрация  

эфиров,  
мг/дм3

Массовая  
концентрация 

сивушного  
масла, мг/дм3

Содержание 
метанола,  

об.%

Опытные образцы из мискантуса гигантского, предварительно обработанного 
одностадийно азотной кислотой 550 40 1310 0,004
одностадийно гидроксидом 
натрия 8850 3400 3050 0,009

двустадийно азотной кислотой  
и гидроксидом натрия 160 10 300 0,001

двустадийно гидроксидом 
натрия и азотной кислотой 360 10 360 0,002

Спирт этиловый технический2

Марка А ОКП 91 8213 1100 менее 200 менее 80 менее 500 менее 0,1
Марка Б ОКП 91 8213 1200 менее 350 менее 180 менее 1000 менее 0,1

2 ГОСТ 17299-78. Спирт этиловый технический. Технические условия. М.: Стандартинформ, 2006. 6 с.
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состав примесей в биоэтаноле-сырце позволяют выявить 
нарушения в технологическом цикле и неблагоприятные 
условия для жизнедеятельности дрожжей [11, 13]. В нашем 
случае использование субстрата 2 привело к получению 
биологически недоброкачественной питательной среды 
и биоэтанола с высоким содержанием летучих примесей.

Обращает на себя внимание факт того, что в полу-
ченных в работе образцах биоэтанола-сырца отмечается 
крайне низкое содержание метанола: от 0,001 масс.% в 
самом чистом образце из субстрата 3 до 0,009 масс.% в 
образце из субстрата 2, полученном методом щелочной 
делигнификации. Это обусловлено использованием 
непищевого недревесного сырья, так как метанол 
образуется либо из пектиновых веществ пищевого 
сырья [8, 9], либо из глюкуроноксилана и арабиноглю-
куроноксилана древесного сырья лиственных пород. 
Кроме того, метанол может образовываться из лигнина в 
жестких технологических режимах [13]. В нашем случае 
применены мягкие режимы предобработки при атмос-
ферном давлении. Возможно, получение небольшого 
количества метанола из субстрата  2 обусловлено 
именно использованием щелочной делигнификация. 
В субстрате  1 лигнин подвергается окислительному 
нитрованию, поэтому метанол в образце из субстрата 1 
практически отсутствует. Субстраты 3 и 4 очень чистые, 
поэтому образование метанола крайне низкое. Содер-
жание метанола в представленных опытных образцах 
в тысячи раз меньше, чем в описанных в обзоре [11], 
и на порядок меньше, чем нормируется для спирта 
этилового технического2.

Одним из важных маркеров качества биоэтанола 
является содержание сивушных спиртов (основные из 
них – 1-пропанол, 2-метил-1-пропанол и 3-метил-1-бу-
танол). В работе [15] содержание сивушных спиртов 
в образцах биоэтанола-сырца, полученных из цел-
люлозного остатка сахарного тростника, варьировало 
от 223 до 547 мг/дм3, что хорошо согласуется с резуль-
татами нашей работы для субстрата 1. При этом авторы 
делают вывод о приоритетности использования азотной 
кислоты в оптимальных условиях предобработки по 
сравнению с гидротермальной предобработкой. В 
работе [14] показано, что содержание биоэтанола и 
сивушных спиртов находится в прямо пропорциональной 
зависимости, но с применением метода проектиро-
вания Бокса – Бенкена удалось найти оптимальные 
режимы, позволившие снизить содержание примесей 
в биоэтаноле. 

В данной работе не были обнаружены специфические 
примеси биоэтанола, которые позволили бы идентифици-
ровать образцы как полученные именно из мискантуса.

В биоэтаноле-сырце из субстрата 1 общее содержание 
примесей в 5 раз меньше, чем в биоэтаноле-сырце из 
субстрата 2. Этот факт хорошо согласуется с данными 
работы [25], в которой при получении биоэтанола из 
шелухи овса наблюдалась аналогичная зависимость: 
общее количество примесей составило 0,49 масс.% при 

обработке азотной кислотой и 3,66 масс.% при обра-
ботке методом щелочной делигнификации. Повышение 
количества примесей в образцах биоэтанола-сырца из 
мискантуса гигантского свидетельствует о наличии инги-
биторов в самом мискантусе, что объясняется природой 
этого быстрорастущего вида сырья и хорошо описано в 
литературе [26, 27]. В то же время, как было показано 
в работе [16], наличие в биоэтаноле С3-примесей в 
количестве до 0,05 мол.% не только не снижает, но, 
наоборот, повышает выход биоэтилена из биоэтанола 
при использовании в качестве катализатора оксида алю-
миния. Таким образом, все образцы биоэтанола-сырца, 
полученные в результате двустадийной предобработки 
мискантуса, могут успешно использоваться для ката-
литической дегидратации в биоэтилен.

Сравним показатели полученных образцов биоэта-
нола-сырца с требованиями ГОСТ 17299-783 на спирт 
этиловый технический. Одностадийная предобработка 
мискантуса привела к получению образцов с высоким 
содержанием примесей, двустадийная предобработка 
позволила получить образцы биоэтанола-сырца, соот-
ветствующие по основным показателям спирту эти-
ловому техническому марки Б. Эти опыты должны быть 
повторены в условиях опытно-промышленного произ-
водства. Если эффект будет многократно воспроизведен, 
то биоэтанол по данной технологии может производиться 
без ректификации, что приведет к серьезной экономии 
капитальных вложений и энергоресурсов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Образцы биоэтанола-сырца, полученные из 

мискантуса гигантского через технологические стадии 
предварительной химической обработки, фермента-
тивного гидролиза, спиртового брожения с помощью 
продуцента Saccharomyces сerevisiae Y-3136 и прямого 
отгона, характеризуются крайне низким содержанием 
метанола – не более 0,009%, что не характерно для 
технического биоэтанола и объясняется мягкими усло-
виями получения полупродуктов.

Метод предварительный химической обработки 
мискантуса гигантского определяет состав и содер-
жание летучих примесей в образцах биоэтанола-сырца. 
Наибольшее содержание летучих примесей зафик-
сировано в образце биоэтанола-сырца, полученного 
при использовании классической предварительной 
обработки с помощью гидроксида натрия: массовая 
концентрация альдегидов составляет 8850 мг/дм3, 
эфиров – 3400 мг/дм3, сивушных масел – 3050 мг/дм3.  
Авторские методы, основанные на воздействии на сырье 
разбавленными растворами азотной кислоты при атмос-
ферном давлении, позволяют получить более чистый био-
этанол-сырец. При использовании двустадийных методов 
общее содержание примесей сокращается в 21 раз, а при 
использовании одностадийного метода предварительной 
обработки азотной кислотой – в 5 раз по сравнению с 
одностадийной обработкой гидроксидом натрия.
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