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Введение

Постоянно	 растущие	 потребности	 чело-
вечества	 обуславливают	 увеличение	
темпов	создания	и	потребления	пище-

вых	 продуктов,	 фармацевтических	 препа-
ратов,	изделий	косметической	промышлен-
ности.	 Это	 обуславливает	 необходимость	
использования	 в	 подобном	 производстве	
широкий	 спектр	 химических	 добавок,	 обе-
спечивающих	 длительную	 сохранность	
этих	 товаров,	 и	 приводит	 к	 увеличению	
их	 содержания	 в	 окружающей	 среде,	 что	
вызвано	 сбросами	 и	 утилизацией	 отходов	

производств,	 а	 также	 уничтожением	 про-
сроченной	 и	 некачественной	 продукции.	
Попадая	 в	 водоемы,	 они	 распространяются	
на	 значительные	 расстояния,	 что	 приводит	
к	 расширению	 зоны	 химического	 загряз-
нения.	 Многие	 вышеуказанные	 добавки	 по	
своей	 химической	 природе	 являются	 кар-
боароматическими	 соединениями.	 Сферы	
их	 использования	 и	 механизмы	 консерви-
рующего	действия	подробно	описаны	в	ли-
тературе	 [1-10].	 Как	 правило,	 они	 характе-
ризуются	 сравнительно	 невысокой	 раство-
римостью	в	воде	и	водных	системах	[1],	что	
обеспечивает	 пролонгированный	 процесс	
их	 эмиссии	 в	 гидросферу.	 Аккумуляция	
в	 природных	 средах	 оказывает	 влияние	 на	
качественный	 и	 количественный	 видовой	
состав	 экосистем.	 Наиболее	 уязвимыми	
оказываются	 гидробионты,	 особенно	 не-
больших	 водоемов,	 т.к.	 в	 этом	 случае	 за-
грязнитель	 может	 находиться	 в	 достаточно	
высокой	 концентрации	 и	 распространяется	
в	 водной	 толще	 относительно	 равномерно.	
Постепенное	накопление	загрязняющих	ве-
ществ	 за	 счет	 антропогенных	 источников,	
а	 также	 продуктов	 разложения	 погибших	
гидробионтов,	 ведет	 к	 стимулированию	
развития	цианобактерий,	вызывающих	цве-
тение	 воды.	 Цианобактерии,	 в	 свою	 оче-
редь,	 продуцируют	 цианотоксины	 и	 явля-
ются	 источником	 вторичного	 загрязнения.	
Широкое	 применение,	 а	 также	 возможное	
попадание	в	окружающую	среду	ароматиче-
ских	карбоновых	кислот	и	их	производных	
ставит	 необходимой	 задачу	 изучения	 зако-
номерностей	их	деструкции.

Цель	 данной	 работы	 —	 анализ	 законо-
мерностей	 деструкции	 парабенов	 (метило-
вого	—	МП	и	этилового	эфиров	—	ЭП	4-ги-
дроксибензойной	 кислоты),	 а	 также	 ряда	
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состава	 с	 внесением	 0,125	 г.	 азида	 натрия	
в	качестве	ингибитора	микробиологическо-
го	 роста.	 Модельные	 образцы	 хранились	
в	 термостате	 при	 25	 oC	 без	 доступа	 света.	
СХМ	 выращивали	 на	 мясной	 воде:	 в	 ко-
ническую	 колбу	 на	 300	 см3	 помещали	 25	 г.	
говяжьего	 фарша,	 заливали	 его	 125	 см3	 во-
допроводной	 воды,	 полученный	 экстракт	
фильтровали	 через	 бумажный	 обеззолен-
ный	 фильтр	 «красная	 лента»	 и	 помещали	
в	 термостат	 при	 25	 oC	 на	 7	 сут	 без	 доступа	
света.

Измерение	 концентрации	 анализиру-
емых	 соединений	 производили	 методом	
ВЭЖХ	 на	 обращенно-фазовом	 сорбенте	 с	
детектированием	 в	 УФ-области	 спектра.	
Перед	 проведением	 хроматографических	
измерений	 модельный	 раствор	 разводили	
десятикратно	в	мерной	колбе	вместимостью	
10	см3	подвижной	фазой	и	фильтровали	че-
рез	фильтр	с	диаметром	пор	0,20	мкм.

Условия	 хроматографического	 анали-
за:	 предколонка	 (10	 x	 2,1	 мм)	 Acclaim	 120	
(C18-фаза,	5	мкм,	120	Å);	колонка	(150	x	2,1	
мм)	 Acclaim	 120	 (C18-фаза,	 3	 мкм,	 120	 Å);	
расход	 подвижной	 фазы	 0,2	 см3/мин;	 тем-
пература	 термостата	 колонок	 30	 Сo;	 объем	
вводимой	 пробы	 10	 мкл;	 длина	 волны	 де-
тектора	230	и	254	нм.

При	 анализе	 БК,	 4-ГБК,	 2-ГБК,	 АцСал	
в	 качестве	 подвижной	 фазы	 применяли	
смесь	 растворителей	 ацетонитрил	 —	 аце-
татный	буферный	раствор	(pH	~	4,1)	в	объ-
емном	 соотношении	 20:80.	 При	 анализе	
МП	 и	 ЭП	 ацетонитрил	 —	 ортофосфорная	
кислота	(pH	~	3,1)	в	соотношении	30:70	по	
объему.	 Для	 всех	 соединений	 режим	 элюи-
рования	 изократический.	 Данные	 хромато-
графического	анализа	указаны	в	табл. 1.

Калибровку	проводили	методом	внешне-
го	стандарта	в	диапазоне	концентраций	1-20	
мг/дм3	 по	 шести	 калибровочным	 уровням.	
Из	 основного	 раствора	 аналита	 в	 подвиж-
ной	 фазе	 концентрацией	 200	 мг/дм3	 гото-
вили	рабочий	стандартный	раствор	концен-
трацией	20	мг/дм3.	Рабочие	калибровочные	
растворы	c	концентрациями	1,0;	2,0;	6,0;	10,0;	
14,0	 мг/дм3	 получали	 разведением	 опреде-
ленных	объемов	рабочего	стандартного	рас-
твора	в	мерных	колбах	вместимостью	10	см3	
подвижной	 фазой.	 Калибровочные	 раство-
ры,	 а	 также	 рабочий	 стандартный	 раствор	
хроматографировали	в	тех	же	условиях,	что	
и	 модельные	 образцы	 анализируемых	 со-
единений.	 Для	 построения	 калибровочного	
графика	 использовали	 две	 серии	 калибро-
вочных	растворов,	всего	12	точек.

ароматических	 карбоновых	 кислот	 (4-ги-
дроксибензойной	 —	 4-ГБК,	 2-гидрокси-
бензойной	—	2-ГБК,	 ацетилсалициловой	—	
АцСал,	 бензойной	 —	 БК)	 в	 модельных	 во-
дно-органических	 средах	 с	 использованием	
метода	обращено-фазовой	высокоэффектив-
ной	жидкостной	хроматографии	(ВЭЖХ).	

Материалы и методы исследования

реактивы.	 Анализируемые	 вещества	
приобретали	 в	 фирмах	 «Вектон»,	
«Акрос».	 Использовали	 также	 ацето-

нитрил	 «осч»,	 1	 сорт	 (НПК	 «Криохром»),	
ортофосфорную	кислоту	«чда»	(Китай),	ле-
дяную	 уксусную	 кислоту	 «хч»	 (ЗАО	 «База	
№	 1	 Химреактивов»),	 аммоний	 уксусно-
кислый	«чда»	(«Ленреактив»),	таурин	имп.	
(«Вектон»),	 азид	 натрия	 99	 %	 («Panreac»),	
стандарт-титры	 для	 приготовления	 буфер-
ных	растворов	рабочих	эталонов	pH	третьего	
разряда	(ЗАО	НПИП	«УралХимИнвест»).

Оборудование.	 Хроматографический	
анализ	 проводили	 на	 хроматографической	
системе	 UltiMate-3000	 фирмы	 «Dionex»,	
укомплектованной	вакуумным	дегазатором,	
градиентным	насосом	с	возможностью	сме-
шивания	 до	 трех	 компонентов	 подвижной	
фазы,	 автоматическим	 пробоотборником	 с	
диапазоном	ввода	образца	от	0,1	до	100	мкл,	
термостатом	колонок,	спектрофотометриче-
ским	 детектором,	 позволяющим	 регистри-
ровать	 аналитические	 сигналы	 на	 четырех	
длинах	 волн	 одновременно,	 и	 хроматогра-
фической	 рабочей	 станцией	 Chromeleon	
6.80.	 УФ-спектры	 анализируемых	 соедине-
ний	получали	на	спектрофотометре	UNICO	
2802PC.	pH	водного	компонента	подвижной	
фазы	 контролировали	 на	 потенциометре	
И-160М.	 Модельные	 образцы	 термостати-
ровали	в	термостате	Sanyo	MIR-254.

Подготовка образцов.	Анализ	деструкции	
карбоароамитических	соединений	осущест-
вляли	 на	 основании	 данных	 кинетических	
исследований.	 Для	 этого	 готовили	 модель-
ный	 раствор,	 содержащий	 100	 мг/дм3	 ана-
лизируемого	 вещества,	 1000	 мг/дм3	 таури-
на,	 стартовую	 суспензию	 микроорганизмов	
в	фосфатном	буфере.	В	мерную	колбу	вме-
стимостью	 250	 см3	 количественно	 перено-
сили	 0,025	 г.	 аналита,	 0,250	 г.	 таурина,	 20	
мкл	 суспензии	 хемоорганогетеротрофных	
микроорганизмов	 (СХМ),	 объем	 доводили	
до	 метки	 фосфатным	 буферным	 раствором	
(0,025	 М	 Na2HPO4;	 0,025	 М	 KH2PO4;	 pH	 ~	
6,86).	В	качестве	контрольного	раствора	ис-
пользовали	 модельную	 среду	 идентичного	
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также	 выступал	 в	 качестве	 источника	 фос-
фора,	 натрия	 и	 калия.	 Выбор	 бактерицид-
ного	агента	для	контрольных	вариантов	мо-
дельных	сред	подбирался	на	основании	ряда	
критериев:	несорбируемость	соединения	на	
хроматографической	колонке,	хорошая	рас-
творимость	 в	 воде,	 химическая	 инертность	
по	 отношению	 к	 компонентам	 модельной	
среды.	 Наиболее	 полно	 вышеназванным	
требованиям	удовлетворял	азид	натрия,	ко-
торый	был	использован	как	бактерицидный	
агент	 при	 исследовании	 закономерностей	
деструкции	 карбоароматических	 соедине-
ний.

Данные	 литературных	 источников	 [10-
23]	 указывали	 на	 возможность	 протекания	
процессов	 трансформации	 исследуемых	
карбоароматических	 веществ	 в	 природных	
системах.	 Среди	 основных	 можно	 выде-
лить	 окисление	 ферментными	 системами	
микроорганизмов,	 протекающее	 через	 ряд	
промежуточных	соединений,	ключевыми	из	
которых	 являются	 пирокатехин	 и	 протока-
теховая	 кислота	 [10-23],	 а	 также	 гидролиз,	
характерный	для	парабенов	и	АцСал	[9,10].	
Нами	 была	 проведена	 оценка	 возможности	
и	интенсивности	протекания	процесса	био-
логического	 окисления	 и	 гидролиза.	 Для	
этого	концентрация	каждого	аналита	пери-
одически	 измерялась	 на	 протяжении	 опре-
деленного	промежутка	времени	в	 условиях	
отсутствия	 (рис. 1)	 и	 наличия	 (рис. 2)	 ин-
гибитора	 микробиологической	 активности.	
Как	 показано	 на	 графике	 (рис. 1),	 концен-
трации	всех	аналитов	в	модельной	среде	без	
ингибирования	микробиологической	актив-
ности	претерпевали	значительное	снижение	
за	время	экспонирования.

Наиболее	 быстрой	 деградации	 подвер-
галась	 4-ГБК	 и	 уже	 на	 8-е	 сут	 проведения	
эксперимента	 ее	 концентрация	 вышла	 за	
нижний	 предел	 диапазона	 количествен-
ного	 определения.	 Высокая	 степень	 био-
доступности	 4-ГБК	 объясняется	 наличием	
гидроксильной	 группы	 в	 пара-положении,	
что	 облегчает	 процесс	 гидроксилирования	
субстрата	 до	 протокатеховой	 (3,4-диги-
дроксибензойной)	 кислоты,	 в	 то	 время	 как	
локализация	 у	 2-ГБК	 гидроксильной	 груп-
пы	 в	 орто-положении	 определяет	 наличие	
внутримолекулярной	 водородной	 связи	 с	
карбоксильной	 группой.	 Это,	 возможно,	
несколько	 затрудняет	 координационное	
взаимодействие	 каталитического	 центра	
фермента	 монооксигеназы	 с	 данным	 суб-
стратом.	 Помимо	 этого,	 ключевым	 метабо-
литом	 при	 деструкции	 2-ГБК	 является	 пи-
рокатехин	[12,	14,	21],	следовательно,	для	ее	

Для	получения	УФ-спектра	анализируе-
мого	соединения	из	основного	раствора	ана-
лита	с	 концентрацией	200	мг/дм3	 готовили	
раствор	для	спектроскопии	с	 концентраци-
ей	4	мг/дм3,	растворитель	и	раствор	сравне-
ния	—	подвижная	фаза.	Диапазон	сканиро-
вания	от	380	до	190	нм,	шаг	сканирования	1	
нм,	длина	оптического	пути	10	мм.

результаты и их обсуждение

состав	 модельной	 среды	 определялся	
с	 учетом	 обеспечения	 возможности	
микробиологического	 роста.	 Для	 этого	

в	 модельную	 среду	 вносили	 таурин	 —	 ис-
точник	 углерода	 и	 энергии,	 а	 также	 азота,	
кислорода,	водорода	и	серы.	Для	поддержа-
ния	 осмотического	 давления	 и	 pH	 модель-
ной	 среды	 все	 компоненты	 растворялись	
в	 фосфатном	 буферном	 растворе,	 который	

Таблица 1 
Данные хроматографического анализа

Вещество
Время	удержива-

ния,	мин
Длина	волны,	нм

БК 7,23 230

2-ГБК 3,67 230

4-ГБК 3,59 254

АцСал 4,47 230

МП 6,95 254

ЭП 11,86 254

Рис. 1.  Изменение концентрации БК (1), 4-ГБК (2), 2-ГБК (3), АцСал 
(4), МП (5) и ЭП (6) в модельной среде без ингибитора 
микробиологической активности — азида натрия.



Химия воды и водных растворов
97

растворе	 (рис. 4).	 Следовательно,	 процесс	
деградации	 АцСал	 невозможен	 без	 пред-
варительного	 гидролиза,	 в	 котором	 микро-
организмы-деструкторы	 участия	 не	 прини-
мают.

Концентрация	 МП	 достоверно	 снижа-
лась	 после	 11-х	 сут	 измерений,	 а	 концен-
трация	 ЭП	 оставалась	 постоянной	 вплоть	
до	 21-х	 сут,	 после	 чего	 также	 начала	 сни-
жаться	 (рис. 1).	 Согласно	 анализу	 кривых	
деструкции	 парабенов	 (рис. 1,	 2),	 самопро-
извольного	 гидролиза	 до	 4-ГБК	 не	 наблю-
далось,	 тем	 не	 менее,	 выявлено	 протекание	
процесса	 биологического	 гидролиза	 в	 точ-
ках	снижения	концентрации	парабенов.	На	
это	указывает	различие	в	характере	кривых	
деструкции	в	модельных	образцах	без	инги-
бирования	 и	 с	 ингибированием	 микробио-
логической	активности,	а	также	увеличение	
концентрации	4-ГБК	в	опытном	варианте.

Микробиологический	 рост	 визуально	
был	 отмечен	 во	 всех	 вариантах	 модельных	
сред,	 не	 содержащих	 азид	 натрия,	 в	 то	 же	
время	 явление	 микробиологического	 роста	
не	 было	 зафиксировано	 ни	 в	 одном	 из	 мо-
дельных	растворов,	содержащих	ингибитор.	
Размножение	 прокариот	 можно	 объяснить	
недостаточной	 консервирующей	 активно-
стью	 исследуемых	 соединений	 при	 данных	
величинах	 концентрации	 (100	 мг/дм3).	
Низкая	 консервирующая	 активность	 аро-
матических	карбоновых	кислот	(БК,	2-ГБК,	
4-ГБК,	 АцСал)	 вызвана	 также	 относитель-
но	 высоким	 значением	 pH,	 близким	 к	 ней-
тральному,	 вследствие	 чего	 большая	 часть	
молекул	ароматических	карбоновых	кислот	

преобразования	 необходима	 более	 длинная	
цепочка	реакций,	чем	для	4-ГБК.	

Деструкция	БК	проходила	заметно	мед-
леннее,	 чем	 4-ГБК,	 при	 этом	 концентрация	
БК	 оставалась	 относительно	 постоянной	
вплоть	до	7-х	сут	наблюдений.	Это	вызвано	
более	 длительным	 циклом	 биологической	
трансформации	 и,	 следовательно,	 продол-
жительным	 периодом	 адаптации	 микроор-
ганизмов	к	имеющемуся	субстрату.	Так,	для	
утилизации	 БК	 микроорганизмами	 на	 на-
чальных	 этапах	 трансформации	 субстрата	
требуется	 проведение	 реакций	 декарбокси-
лирования	 и	 двойного	 гидроксилирования	
до	пирокатехина,	в	то	время	как	первичные	
стадии	трансформации	4-ГБК	требуют	про-
текания	только	одной	реакции	гидроксили-
рования.

В	 ходе	 ВЭЖХ	 анализа	 опытного	 и	 кон-
трольного	образцов	АцСал	на	хроматограм-
мах	 был	 обнаружен	 сигнал	 2-ГБК	 (рис. 3),	
что	 достоверно	 указывает	 на	 автогидролиз,	
являющийся	 начальной	 стадией	 деграда-
ции.	 Концентрация	 АцСал	 снижалась	 как	
в	 опытном	 (рис. 2,	 4),	 так	 и	 в	 контрольном	
варианте	 (рис. 4),	 при	 этом	 кинетические	
кривые	 АцСал	 (рис. 2-4)	 практически	 со-
впадали,	 следовательно,	 распад	 вещества	
происходил	только	за	счет	автогидролиза	до	
2-ГБК	и	уксусной	кислоты.	В	свою	очередь,	
деструкция	 2-ГБК	 проходила	 уже	 при	 не-
посредственном	 участии	 микроорганизмов,	
т.к.	 в	 контрольном	 растворе	 концентрация	
2-ГБК	оставалась	постоянной	после	полно-
го	гидролиза	АцСал	и	снижалась	в	опытном	

Рис. 2.  Изменение концентрации БК (1), 4-ГБК (2), 2-ГБК (3), АцСал (4), 
МП (5) и ЭП (6) в модельной среде в присутствии ингибитора 
микробиологической активности — азида натрия.

Рис. 3.  Хроматограмма модельного раствора АцСал после 
трехсуточной экспозиции: 1 — салициловая кислота 
(tr = 3,66), 2 — ацетилсалициловая (tr = 4,47).
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му	гидролизу	до	4-ГБК	и	соответствующего	
одноатомного	спирта.

Концентрация	 АцСал	 снижалась	 как	
в	 опытном,	 так	 и	 в	 контрольном	 варианте	
модельных	 сред,	 что	 свидетельствует	 о	 са-
мопроизвольном	 гидролизе	 данного	 со-
единения.	 Более	 того,	 практически	 тожде-
ственный	 характер	 кинетических	 кривых	
указывает	 на	 протекание	 деструкции	 в	 от-
ношении	продуктов	гидролиза,	но	не	исход-
ного	соединения.

Ароматические	 карбоновые	 кислоты	
проявляли	 слабую	 антимикробную	 актив-
ность	 в	 опытном	 модельном	 растворе,	 что	
связано	с	высоким	содержанием	депротони-
рованых	форм	при	значении	pH,	близком	к	
нейтральному.
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находилась	в	диссоциированной	форме,	ко-
торая	труднее	проникает	через	билипидный	
слой	 мембраны	 в	 цитоплазму,	 что	 опосре-
дует	 низкое	 бактерио-	 и	 фунгистатическое	
воздействие	БК,	 2-ГБК,	4-ГБК	 и	 АцСал	 на	
микроорганизмы.

заключение

Таким	 образом,	 в	 условиях	 отсутствия	
бактерицидного	 агента	 концентрация	
всех	 аналитов	 неуклонно	 снижалась	

вследствие	 их	 гидролиза,	 биодеградации	
и	биотрансформации.	

Азид	 натрия	 с	 концентрацией	 в	 модель-
ном	 растворе	 500	 мг/дм3	 показал	 высокую	
бактерицидную	 активность.	 Во	 всех	 кон-
трольных	образцах	визуально	заметный	ми-
кробный	рост	отсутствовал.	В	 присутствии	
бактерицидного	 агента	 концентрации	 БК,	
2-ГБК,	 4-ГБК,	 МП	 и	 ЭП	 оставались	 отно-
сительно	 постоянными	 (рис. 2),	 что	 факти-
чески	 исключает	 возможность	 самопроиз-
вольного	 протекания	 реакций	 деградации	
и	 трансформации	 для	 данных	 соединений,	
т.е.	 процесс	 невозможен	 без	 участия	 фер-
ментов	 микроорганизмов.	 Среди	 исследу-
емых	 карбоароматических	 соединений	 па-
рабены	 (МП	 и	 ЭП)	 показали	 наибольшую	
устойчивость	 к	 биологической	 деструкции,	
не	 подвергаясь	 при	 этом	 самопроизвольно-

Рис. 4.  Кинетические кривые: 1, 2 — изменение концентрации 
АцСал в условиях отсутствия (1) и наличия (2) ингибитора 
микробиологического роста; 3, 4 — изменение концентрации 
2-ГБК в условиях отсутствия (3) и наличия (4) ингибитора 
микробиологического роста.
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Degradation kinetic regularities of various aromatic carboxylic acids (benzoic, 2-hydroxybenzoic, 
4-hydroxybenzoic, acetosalicylic) and parabens (methyl and ethyl ethers of 4-hydrobenzoic acid) in model 

water-organic matrixes were investigated by  high-performance liquid chromatography method with detection 
in ultraviolet wavelength range.
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