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Представлены результаты исследований по изучению поведения D-лактозы в реакции с 

п-толуидином щелочных водно-этанольных средах методами УФ- и ИК-спектроскопии, а 
также тонкослойной хроматографии. Показано, что на начальных стадиях происходит рас-
пад лактозы и продуктов ее изомеризации и дегидратации с образованием активных редук-
тонов, способных к дальнейшей альдольно-кротоновой конденсации с образованием цикличе-
ских дезоксигексодиулоз, трансформирующихся в окрашенные продукты, в структуре кото-
рых доказано наличие сопряженных систем кратных связей и карбоксилатных групп. На ос-
новании данных элементного анализа установлено, что азот ароматического амина прак-
тически не включается в состав конечных продуктов. Отмечено ускорение деструкции D-
лактозы в присутствии п-толуидина в сравнении с реакцией ее карамелизации, при этом 
структура конечных продуктов в обоих случаях является близкой, что говорит о непосред-
ственном участии амина в начальных стадиях «браун»-процессов, но механизм их действия 
остается не до конца ясным. Предполагается, что более интенсивное образование всех 
типов продуктов в присутствии амина может быть объяснено реакциями карбонильных 
интермедиатов, приводящими к более реакционноспособным редуктонам, кроме того, при-
сутствие в системе амина может облегчать ретро-альдольный или другие виды распада 
углеводов и их производных. 
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ВВЕДЕНИЕ 

 
Реакции неферментативного окрашива-

ния углеводов являются одними из наиболее 
важных биологически важных процессов, изу-
чение которых ведется уже более ста лет, 
достигнут ряд существенных успехов в пони-
мании их закономерностей в части исследо-
вания механизмов, кинетики образования и 
структуры формирующихся продуктов. Слож-
ность изучения процессов неферментативно-
го окрашивания в значительной степени свя-
зана с множественностью последовательно и 
параллельно протекающих реакций, резуль-
татом которых являются различные по соста-
ву, строению и молекулярной массе вещест-
ва, объединенные общим термином «браун»-
продукты. В совокупности с влиянием внеш-
них условий варьирование внутренних пара-
метров позволяют развивать новые направ-
ления исследований, в частности применение 
в качестве реагентов перспективные в фар-
макологии ариламинопроизводные, а также 
использования смешанных растворителей, 

поскольку большинство исследований по 
данной проблеме отражают результаты для 
водных растворов и алифатических амино-
кислот в качестве реагентов.  

Анализ литературных источников пока-
зывает [1-7], что внимание исследователей в 
большей степени сосредоточено на механиз-
мах и составе продуктов фрагментации угле-
водов и их производных, в частности для ди-
сахаридов описаны механизмы образования 
различных дезоксозонов, в том числе по-
средством элиминирования второго углевода 
[5,7], в то время как структура конденсиро-
ванных «браун»-продуктов описана в значи-
тельно меньшей степени, что показывает ак-
туальность настоящего исследования. 

Целью настоящей работы является изу-
чение закономерностей формирования струк-
туры окрашенных продуктов «браун»-
процессов в модельной водно-этанольной 
системе D-лактоза – п-толуидин в щелочной 
среде. 
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ  
ИССЛЕДОВАНИЯ 

 

 В работе использовались реактивы ма-
рок «ч.д.а» и «х.ч.», процессы проводились 
термостатированием (80–90

0
С) водно-

этанольных растворов (62% EtOH, рН = 8,0–
8,5), содержащих заданные количества реа-
гентов (0.002 моль) в колбах с обратным хо-
лодильником в течение 1,5 часа. Тонкослой-
ная хроматография проводилась на пласти-
нах «Silufol» с использованием элюентной 
системы бутанол–этанол–вода (5:2:1) с про-
явлением в йодной камере, отбор проб про-
водился через 10, 20 и 50 минут после нача-
ла процесса. Электронные спектры отбирае-
мых и предварительно разбавленных проб 
регистрировались в кварцевых кюветах на 
спектрофотометре СФ-2000 через те же вре-
менные интервалы, что и при получении хро-
матограмм. Выделение продуктов проводи-
лось вакуумным удалением растворителя и 
промывкой безводным эфиром; колебатель-
ные спектры высушенных твердых веществ 
снимались в таблетках бромида калия на ИК-
Фурье спектрометре ФСМ-2201, дополни-
тельно выполнялся элементный анализ твер-
дых продуктов. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

 
Электронные спектры, регистрируемые 

при нагревании щелочного водно-
этанольного раствора лактозы в присутствии 
толуидина (рисунок 1), показывают быстрое 
нарастание поглощения в УФ-области, что 
говорит о высокой скорости начальных ста-
дий и образовании высоко реакционноспо-
собных интермедиатов. 

При этом уже через 20 минут после на-
чала реакции формируется максимум погло-
щения при 360 нм, относящийся к слабоок-
рашенным продуктам. Кроме того, наблюда-
ется симбатное увеличение поглощения в 
областях 275-290 нм (можно отнести к карбо-
нильным группам), 350-360 нм (формирова-
ние хромофора), отмечается также наличие 
слабой инфлексии в области > 420 нм, что 
может свидетельствовать о начале транс-
формации неокрашенных промежуточных 
продуктов в окрашенные вещества.   

Образование ряда продуктов различной 
молекулярной массы по мере протекания 
процессов подтверждено методом тонкос-
лойной хроматографии (рисунок 2): отмеча-
ется увеличение числа продуктов на более 
поздних (начиная с τ = 20 мин) хроматограм-
мах.  

 
 

Рисунок 1 - Спектры поглощения реакцион-
ной системы D-лактоза (0.002 моль) –  
п-толуидин (0.002 моль) в щелочной  

водно-этанольной среде при различной  
продолжительности нагревания (l = 1 см, 62% 

EtOH): 1 – 10 мин; 2 – 20 мин; 3 – 50 мин 
 

 
 

Рисунок 2 - Хроматограммы «браун»-
процессов в системе D-лактоза–п-толуидин 

при различной продолжительности  
нагревания 

 
ИК-спектр продукта (47,0%С; 8,5%Н; 

45,5%О), выделенного по окончании реакции 
из системы углевод – амин (рисунок 3, спектр 
2), имеет достаточно простую структуру, при 
этом интенсивная составная полоса в облас-
ти 1590-1610 см

-1
 может быть отнесена к ко-

лебаниям ионизированного карбоксила 
(ν

as
CОО

-
), а также кратным связям (νС=С); об-

ращает на себя внимание отсутствие харак-
теристических полос карбонильной группы и 
гетероциклов.  

 Кроме того, можно отметить отсутствие 
полос колебаний ароматического кольца то-
луидина, а также характеристических частот 
карбонильных групп, при этом ИК-спектр про-
дукта, выделенного из системы без амина, 
имеет практически аналогичную структуру 
(рисунок 3 спектр 1). 
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Рисунок 3 - ИК-спектры «браун»-продуктов, выделенных из водно-этанольных растворов D-

лактозы (1) и системы D-лактоза–п-толуидин (2) (KBr, 1:200) 
 

Формирование указанных структурных 
фрагментов по одному из возможных на-
правлений может быть представлено сле-
дующим образом: на начальном этапе проис-
ходит альдольная конденсация низкомолеку-
лярных продуктов распада – дигидроксиаце-
тона (1) и метилглиоксаля (2), сопровождаю-
щаяся циклизацией и кротонизацией с обра-
зованием промежуточного енола (3) [9], спо-
собного к дальнейшей альдольно-кротоновой 
конденсации с карбонильными компонентами 
(продуктами углеводной деструкции, редук-
тонами): 

 
Образовавшаяся α-дикетонная структура 

в щелочном растворе, вероятно, претерпева-
ет бензиловую перегруппировку, характерную 

для циклических форм производных углево-
дов [10], в продукт (4), что является возмож-
ным объяснением трансформации карбо-
нильных групп в карбоксильные и формиро-
вания сопряженной системы кратных связей, 
чем обуславливается поглощение в УФ-
области. Подтверждением этому может слу-
жить известный экспериментальный факт 
образования из дисахаридов изосахариновых 
кислот в щелочной среде [10]. Следует отме-
тить, что аналогичные структурные элементы 
карамелей описаны авторами [9,11], но меха-
низм их формирования в данных работах не 
приводится.  

 Циклическая форма (4) может нахо-
диться в равновесии в реакционноспособной 
открытой формой (5), для которой возможны 
дальнейшие процессы конденсации, приво-
дящие к образованию сопряженных хромо-
форных систем. Следует отметить, что при-
сутствие в системе этанола дополнительно 
стабилизирует ациклическую форму [12], 
увеличивая ее содержание, вероятно за счет 
сольватационных эффектов.    

Механизм образования редуктонов (1) и 
(2) активно дискутируется [1-4], но независи-
мо от принятого подхода их присутствие в 
реакционных системах как основных продук-
тов распада подтверждено экспериментально 
[1,2] и можно с достаточной уверенностью 
предположить их образование в выбранных 
условиях. Следует также отметить, что пред-
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ложенная схема взаимодействий не претен-
дует на универсальность и демонстрирует 
лишь один из подходов к решению проблемы, 
поскольку уже в рассматриваемом случае 
возможен ряд параллельных процессов, в 
частности самоконденсация (5) и другие ре-
акции, приводящие к образованию С1–С3-
продуктов.  

Диализ растворов «браун»-продуктов 
относительно водного этанола позволяет 
описать ранние и поздние диализаты (рису-
нок 4).  

 
 

Рисунок 4 - Спектры поглощения диализатов 
водно-этанольных растворов «браун»-

продуктов при различной продолжительности 
диализа (62% EtOH): 1 – 12 часов; 2 - 24 часа 
 

Ранние диализаты характеризуются 
двумя слабыми полосами поглощения при 
270 и 350 нм, поздние характеризуются ин-
флексией при 320 нм и областью непрерыв-
ного поглощения при λ <280 нм.  В первом 
случае можно говорить о низкомолекулярных 
продуктах, содержащих сопряженные хромо-
форные группы, во втором случае поглоще-
ние, вероятно, обусловлено олигомерными 
структурами с изолированными хромофора-
ми. Можно также предположить наличие в 
структуре лабильных связей [8], способных к 
расщеплению в процессе диализа.  

Как было отмечено выше (рис. 3), ИК-
спектры конечного «браун»-продукта в сис-
теме в отсутствие амина показывают те же 
структурные особенности, что и в случае 
амино-карбонильных взаимодействий.  Тер-
мостатирование щелочного водно-
этанольного раствора лактозы в отсутствие 
амина показывает гиперхромный сдвиг поло-
сы поглощения при 280 нм на ранних этапах 

(рис.5), который сменяется со временем ги-
похромным смещением антибатно с форми-
рованием пологого максимума поглощения в 
видимой области λmax = 420–480 нм, что гово-
рит об отличии характера протекания про-
цессов в системах с толуидином и при его 
отсутствии; аналогичный эффект отмечается 
авторами [1,7].  

Сопоставляя данные рис. 1 и рис. 5 
можно прийти к выводу о том, что в обоих 
случаях происходит образование «браун»-
продуктов, но, вероятно, по несколько раз-
личным механизмам. 

  
 
Рисунок 5 - Спектры поглощения щелочного 

водно-этанольного раствора D-лактозы (0.002 
моль) при различной продолжительности на-
гревания (l = 1 см, 62% EtOH): 1- 10 мин; 2- 20 

мин; 3 – 50 мин 
 

Предполагается, что более интенсивное 
образование всех типов продуктов в присут-
ствии амина может быть объяснено взаимо-
действием карбонильных интермедиатов с 
ариламином с образованием более реакци-
онноспособных конъюгатов [9], кроме того, 
присутствие в системе амина может облег-
чать ретро-альдольный [1] или другие виды 
распада углеводов и их производных [3]. По-
скольку толуидин, являясь низкоосновным 
ароматическим амином, почти не образует в 
щелочных средах устойчивых N-
гликозиламинов с углеводами, в то время как 
более реакционноспособные С3-редуктоны 
способны к конденсации, то аминоконъюгаты, 
вероятно, имеют тенденцию к различного ро-
да быстрым перегруппировкам [13], в том 
числе с элиминированием амина. 
 

ВЫВОДЫ 
 

1. Представлены результаты исследова-
ний по изучению поведения D-лактозы в ре-
акции с п-толуидином щелочных водно-
этанольных средах методами УФ- и ИК-
спектроскопии, а также тонкослойной хрома-
тографии. Показано, что на начальных стади-
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ях происходит распад лактозы и продуктов ее 
изомеризации и дегидратации с образовани-
ем активных редуктонов, способных к даль-
нейшей альдольно-кротоновой конденсации с 
образованием циклических дезоксигексодиу-
лоз, трансформирующихся в окрашенные 
продукты, структура которых по данным спек-
троскопии включает сопряженные системы 
кратных связей и карбоксилатные группы.  

2. На основании данных элементного 
анализа установлено, что азот ароматическо-
го амина практически не включается в состав 
конечных продуктов, при этом также показа-
но, что конечные «браун»-продукты являются 
диализуемыми системами, формирование 
последних начинается уже на ранних стадиях 
взаимодействия. Способность к диализу ве-
роятно связана с наличием в структуре 
склонных к сольволитическому расщеплению 
лабильных связей.  

3. На основании анализа УФ-спектров 
отмечено также ускорение деструкции D-
лактозы в присутствии п-толуидина по срав-
нению с реакцией карамелизации, при этом 
структура конечных продуктов в обоих случа-
ях является близкой, что говорит о непосред-
ственном участии амина в начальных стадиях 
«браун» -процессов, но механизм их дейст-
вия остается не до конца ясным.  
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